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(57) Abstract 

The moleciiles oi lecombuiant DNA code for a polypeptide whidi has at least one epitope of the profilioe anagen plants selected 
fiom the group comprised of Cynodon dactylon^ PMenm pratense^ Parietaria judaica^ Helianshus annuus^ Oka europaea and Merainales 
annua, Tbe polypeptide is obtained by cultivating a host oiganisni oontaimng the conespooding micfolMal cxpsessioa vehicle. Application 
to die treatment and diagnosis ci ceftain aOeigies. 

(57)Re8iiiiien 

Las moltolas de ADN lecombinantB codifican paia un polip^Jtido que tieoe al menos un ^topo del aI6igeno profilina de 
plantas sekodonadas del gnipo fbnnado por Cynodon dactilon, Phlaan pratense^ Parietaria judaka^ Helianthus annuus, Olea europaea 
y Mercurudes annua. El polip^ptido se obticae odtiyando un oiganismo boqiedador conteoiendo el vehfculo de expxeskSn microbiano 
ameqxndiente. ^plicaddn en d tmtiinririito y dif^gndstioo de detenmnadas alefgias. 
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ADN RBOOUBIKAlfrE ^gJE CODTFICK PABA EPITOPOS DEL ALERGENO 
PROFILIIIA DTIL PARA EL DIAGNOSTICX) Y TRATAMIENTO DE ALER- 
6IAS 

CAMPO TBCHICO PB LA lUVKNCldN 

La presente invenci6n se encuadra en el can^ 
del diagndstico y tratamiento de alergias, particularmente 
alergias polinicas. GQncretamente, trata del panal6rgeno 
profilina, present e en un gran numero de p61enes de plan- 
tas, y causante de numerosas reacciones cruzadas entre 
polenes y con respecto a alimentos de origen vegetal. En la 
presente invenci6n se obtienen moleculas de ADN recom- 
blnante que codifican para un polipeptido que tiene al 
menos un epitopo del alergeno prof ilina , de una serie de 
plantas pertenecientes a los gr\:^s de hierbas, malezas y 
drboles no fagales. En particular a las plantas Cynodon 
dactylan, Pblerni pratense, Parietaria judaica, Heliantbus 
annuus, Olea europaea, y Mercurialis annua. Todas ellas 
son plantas con anplia distribuci6n en la Peninsula Ib§rica 
y los polenes producidos por ellas se encuentran entre los 
agentes etiol6gicos de enfermedades al§rgicas mas in^rtan- 
tes en dicho dmbito geografico. Se describen tambiSn 
metodos de produccion de estos polipeptidos recombinantes 
en sistemas de expresidn heterdlogos. Tambi^n se descri b en 
eficientes mgtodos para la puri£icaci6n de la prof ilina, 
tanto si es producida como proteina soluble o como inso- 
luble. 

ESIADO DE LA TECWICA ANTERIOR A LA JXTIENCXm 

Las alergias de tipo I son un problena 
sanitario inportante en los paises industrializados . Bste 
tipo de alergias estan causadas por la formacidn de 
anticuerpos IgE contra antigenos transportados por el aire. 
Estos anticuerpos IgE interaccionan con los tnastocitos y 
basdfilos, liberando mediadores biologicos como Mstamina, 
produciendo rinitis alergica, conjuntivitis y asma bron- 
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quial en im 20% de la poblacion [(l) Miyamoto, T. (1991). 
Advances in Allergology and Clinical Imnunology. P. Godard, 
J. Bousquet, and F. Michel, eds. (New Jersey, USA: T!he 
Parthenon Publishing Grotip-Camforth) , pp. 343-3471 . Itao de 
5 los metodos actuales para remediar las manifestaciones 
alSrgicas es la imnunoterapia. Bste metodo consiste b&si- 
camente en modular la respuesta inmune en el paciente 
mediante la admin i st racion regular y en concentraciones 
crecientes de las proteinas cpie producen la alergia (ex- 

10 tractos alerggnicos) . 

Los rogtodos de diagnostico de las 
enfermedades al^rgicas, tales como RIA (inimmo-radiometric 
asssay) , RAST (radio-allergosorbent test) , BLISA (enzyme- 
linked imnnunosorbent assay) , inmunotransferencia, ensayos 

15 de liberaci^ de histamina, entre otros, dependen de la 
disponibilidad de al^rgenos puros. Los extractos 
alerggnicos aislados de fuentes naturales son cooiplejas 
mezclas de protexnas y otras molectilas. Su con^KJsicion, y 
por lo tcuito alergenicidad, depende del material usado, el 

20 cual varxa segun las condiciones ambientales, en el caso de 
los polenes, la fase de maduraci6n, en el caso de los 
bongos, las condiciones de crecimiento de los ^caros, etc. 
Incluso, algunos extractos pueden contener una 
concentracidn insuficiente de algrgenos mayores, pueden 

25 estar contaminados con componentes no deseados, f rente a 
los cuales el paciente no es al§rgico, o ambos. Adem&s, 
al^rgenos importantes pueden perderse durante la extraccion 
debido a proteasas, y los procesos bioguimicos de 
purificacion de alergenos son laboriosos y costosos. Por 

30 estas razones, se ha prestado gran atencion a la tecnologia 
del Mm recombinante como una altemativa viable para la 
producci6n de alergenos recombinantes, facilitando asi su 
caracterizaci6n a nivel molecular, y su uso en diagndstico 
y terapia [(2) Scheiner, 0. and Kraft, D. (1995). Bcisic and 
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practical aspects or reccfmbinant allergens. Allergy 50, 
384-391] . Los alergenos recombi nantes pueden ser producldos 
a gran escala en tanques de fermentacion, utilizando 
sistemas de esqpresidn microblanos . Su pi]ri£icaci6n es voSls 
5 eficiente y barata, ya que se parte de una mayor prpporcidn 
de la proteina de interns. Adexn&s, mediante estas tecnicas 
se pueden obtener f&cilmente fragmentos especificos de 
estas proteinas. La aplicacion de las tecnicas del MXif 
recombinante ha llevado al aislamiento de un gran numero de 
10 proteinas con caracteristicas alerg§nicas [(3) Stewart, G. 
(1995) . The molecular biology of allergens. In Asthma and 
Rhinitis. W. Busse and S. Holgate, eds. (Boston: Baclcwell 
Scientifics Publications), pp. 898-932]. 

Las profilinas constituyen una ubicua famllia 
15 de proteinas inplicadas en la uni6n a actina, y que se en- 
cuentran en el citoesqueleto de organismos eucaridtas [ (4) 
Haarer, B. and Brown, S. (1990). Structxure and function of 
profilin. Cell Motility and the Cytoskeleton 17, 71-74; y 
(5) Theriot, J. A. and Mitchison, T.J. (1993) . The three 
20 faces of profilin. Cell 75, 835-8381. Otras funciones 
adicionales de la prof ilina han sido resenadas con anterio- 
ridad en la literatura [(6) Machesky, L. and PollcUitl, T. 
(1993) - Profilin as a potencial mediator of manbrane- 
cytoskeleton communication. TIBS 3, 381-385; y (7) Aderen, 
25 A. (1992) . Signal transduction and the actin cytoskeleton. 
TIBS 17, 438-443] . Las profilinas son prominentes alergenos 
que pueden ser aislados de p61enes de Srboles, liierbas y 
malezas, asi como de algunos alimentos [(8) Valenta, R. , 
Duchene, M., Kbner, C, Valent, P., Sillaber, C, Deviller, 
30 P., Perreira, P., Tejkl, M., Bdelmann, H., Kraft, D., and 
Scheiner, O. (1992) . Profilins constitute a novel family of 
functional plant pan-cillergens . J- Exp. Med. 175, 377-385; 
(9) Bbner, C, Hirschwehr, R. , Bauer, L., Breiteneder, H., 
Valenta, R., Bbner, H., Kraft, D., and Scheiner, O. (1995). 
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Allergens, IgE, mediators, inflanniatory mecbanisms . J. 
Allergy CLin. Imnunol. 95, 962-969; (10) Valenta, R., 
Duchene, M., Pettenburger, K. , Sillaber, C, Valent, P., 
Bettelheim, P., Breitenbach, M., Rmnpold, H., Kraft, D., 
5 and Scheiner, O. (1991) . Identification of prof ilin as a 
novel pollen allergen; IgE autoreactivity in sensitized 
individuals. Science 253, 557-560; (11) van Ree, R., 
Pem&idez-Rlvas, N., Cuevas, N., van Wijingaarden, M., and 
Aalberse, R. (1995) . Pollen-related allergy to peach and 

10 apple: An in^rtant role for prof ilin. J. Allergy Clin. 
Inmunol. 95, 726-734; y (12) Vieths, S., Jankiewicz, A., 
Wutrich, B., and Baltes, W. (1995). Iranunoblot study of IgE 
binding allergens in celery roots. Ann. Allergy Asthma 
Immunol. 75, 48-55] . Se ha encontrado que pacientes 

15 al^rgicos a profilina constituyen el 20% de individuos 
alSrgicos a polen [(8)]. Estudios posteriores detectaron 
reactividad de la profilina de polen de girasol en el 28% 
de los sueros de pacientes al6rgicos a esta planta coopues- 
ta [(13) Jimenez, A., Moreno, C, Martinez, J., Martinez, 

20 A., Bartolome, B., Guerra, F., and Palacios, R. (1994). 
Sensitization to sunflower pollen: only an occupational 
allergy? Int. Arch. Allergy Immunol. 105, 297-307] . La 
disponibilidad de este panalergeno como una proteina 
recombinante permitiria la caracterizacidn a nivel molecu- 

25 lar las regiones inpiicadas en las reacciones antig^nicas, 
y su uso en diagndstico y tratamiento de pacientes al6rgi- 
cos. 

El banco de datos SWISS -Prot contiene un gran 
numero de secuencias que codifican para profilinas, de las 
30 cuales sdlo 10 pertenecen a 6 especies de plantas relacio- 
nadas con procesos alergicos. Bstas profilinas clonadas 
proceden de Betula verrucosa (abedul) , llamada Bet v 2 
1(10)]; Triticim aestivtan (trigo) , clonadas tres isoformas 
t(14) Rihs, H., Rozynek, P., May-Taube, K., Welticlce, B., 
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and Baiir, X. (1994) . Polymerase chain reaction based cDNH 
cloning of wheat profilin: a potential plant allergen. Int. 
Arch. Allergy Iinminol. 105 , 190-194]; PJbleum pratense [(15) 
Valenta, R., Ball, T., Vrtala, S., Duch§ne, M., Kraft, D. , 
5 and Scheiner, O. (1994) . cXXfA cloning and expression o£ 
timothy grass {Pbleum pratease) pollen, profilin in 
JSscbericbia coli: conqparison with birch pollen profilin. 
Biochem. Biophys. Res. Comcnun. 199, 106-118]; Zea mays 
(maiz) , clonadas tres isoformas [(16) Staiger, C. , 

10 Goodtxxiy, K. , Hussey, P., Valenta, R. , DrobaJc, B., and 
Lloyd, C. (1993) . The profilin raultigene family of maize: 
differential egression of three isoforms. Plant J. 4, 631- 
6411; Phaseolus vulgaris (alubia) [(17) Vidali, L., Perez, 
H.B., Valdgs, v., Noguez, R., Zamudio, P., and SSnchez, F. 

15 (1995) . Purification, characterization, and cDNA cloning of 
profilin from Phasealus ^mlgaris. Plant Physiol. 108, 115- 
123] , y Hordeiaa vulgare (cebada) (nuroero de acceso a ENBL 
Data Ban]c: U49505) . 

En el presente estudio se ban clonado por 

20 primera vez distintas secuencias, que codifican para 
profilinas de las siguientes especies: Cynodon dactylon, 
PhlGum pratense, Parietaria judaica, Helianthus annuus, 
Olea euxopaea y Afercurialis annua . Estas secuencias 
codifican para unos polip6ptidos de unos 14 IcDa, identifi- 

25 cados como profilinas en TaasB a: i) Gran similaridad con 
otras profilinas estudiadas. ii) Reactividad f rente a 
sueros obtenidos de conejos inmunizados con proifilina 
purificada a homogeneidad de Helianthus annuus. iii) 
Capacidad de unirse a poli-L-prolina. iv) Reactividad con 

30 IgB de sueros de pacientes cilSrgicos a profilinas. Igual- 
mente se presentan resnltados sobre la reactividad cruzada 
de la profilina con alergenos comunes relacionados y no 
relacionados f ilogeneticamente . 
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DE3CRIPCION DETALIADA DE LA INVENCIQW 

La invencion, t:al y como se indlca en su 
enunciado se ref iere a mol^culas de ADN reconibinante que 
codif lean para epitppos del algrgeno prof ilina de Cynodon 
5 dactylan, Pbleum pratense, Parietaria judaica, Helianthus 
axinuus, Olea europaea y Mercurialis annua; y a su 
aplicacidn psora el' diagndstico y trataniiento de alergias. 
Descripcidn de las plantas utilizadas conno laaterla prima 

La clonacion de la profilina se ha realizado 
10 del polen de plantas del tipo hierbas, malezas o arboles. 
La calidad de los pdlenes ha sido controlada pcura que no 
conttivieran mas del 0.1% de polenes contaxninantes u otras 
partes de la planta o fragmentos vegetales. Las plantas de 
las cniales proceden los pdlenes son las siguientes: 
15 * Las gramineas (hierbas) , pertenecientes a la Familia 

Gramineae, concretamente: 
-cynodon dactylon, llamada en inglis "Bermuda grass", 
y que pertenece a la subfamilia Panicoideae y tribu 
CSlZorideae. 

20 -Phlenitt pratense, llamada en ingles "timothy grass", y 

que pertenece a la siibfamilia Pooideae, grupo 
Festuciformes y tribu Festuceae. 

* Las malezas : 

-Parietaria judaica, llamada en ingles "wall pelli- 
25 tory", y que jpertenece a la familia articacea- 

'Heliantbus annuus, llamada en ingl6s "sunflower", y 
que pertenece a la familia Ckxnpositae, subfamilia 
TUbiliflorae, y tribu Heliantheae. 
-Mercurialis annua, que peirtenece a la familia Eupbor- 
30 biaceae 

* Bl arbol, Olea europaea, llamado en ingles "olive 
tree", perteneciente a la familia Oleaceae. 



wo 98/59052 



PCr/ES98/00175 



- 7 - 



Clonaci&i y secuenciacldzx de genes que codiflcan para 
profilinas 

La cloonacldn de genes puede realizarse utilizando 
diversos mgtodos [(18) Sanibrook, Frltsch, B.F., and 

5 Maniatis, T. (1989) . Molecular cloning: a laboratory ma- 
nual. Cold Spring Harbor, N.Y. CJold Spring Harbor Labora- 
toy] : bibliotecas de Amf gendmico o ADN coaplementario, 
utilizando como vectores: plSsmidos, f^smidos, bacterid- 
fagos o cdsmidos. Tainbign se puede utilizcir la tficnica de 

10 EKZR (airplificacion en cadena de la Rm polimerasa) para 
clonar un gen del cual se conoce parte de su secuencia. De 
igual manera la deteccion de los clones que port an el gen 
de interes puede realizarse utilizando difer^tes ticnicas: 
conqplementaclon de noitantes auocdtrof os » inmunodeteccion o 

15 actividad enzimitica de la protexna expresada, radiodetec- 
ci6n con sondas de oligonucle6tidos marcadas radiactivamen- 
te, o secuenciaci6h directa. En la presente invencion se 
ban conjugado los dos mStodos mas directos de ambas etapas: 
la clonacion mediante la anplif icacion por PGR de ADN 

20 coii?>lementario y la secuenciacidn directa de los insertos 
clonados . 

A partir de 100 mg de polen de diversas fuentes, se 
aisl6 el AjRN nensajero enriquecldo en transcritos con 
poli(A+) utilizando columnas de afinidad. Se 8intetiz6 la 

25 primera cadena de ADN coaplementario a partir del ARN 
mensajero ctLslado, utilizando transcriptasa reversa. Bl 
hibrido de ADN-ARN obtenido se utilizd como molde para la 
anqplificacidn de los correspondientes genes de la profi- 
lina. En este proceso se utilizaron como cebadores oligo- 

30 nucle6tidos degenerados, obtenidos por con?)araci6n de la 
secuencia de aminoclcidos de todas las profilinas vegetales 
descritas en el apartado de "estado de la t^cnica". A estos 
cebadores se les afiadid en sus extrCTios secuencias de 
reconocimiento de diversas endonucleasas de restricci6n. La 
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amplif icacidn por PGR se realizd a tecnperaturas de 
hibridacion de entre 42-56 y durante 30-35 ciclos. La 
reaccidn se sometid a electroforesis en geles de agarosa 
(2%) y ima banda de unos 400 pares de bases (pb) fue 
5 aislada del gel y purificada. Bl iUDN purlficado se dlgiri6 
con las endonucleasas de restricci6n ficoRI y Hindlll, y se 
lig6 al vector pBluescript (Stratagene, La Jolla, CA) , 
cortado con los misinos enzinias. CSlnlas conpetentes de E. 
coli DH5a se transfonnaron con la tnezcla de ligacion y los 

10 transforcnantes se seleccionaron en placas de medio s61ido 
LB con ampicilina, X-gal e IPTG. El ADN plasmxdico de los 
clones resistentes a anpicilina, y que tenlan color bianco 
fue aisladoi y caracterizado mediante digesti6n con 
endonucleasas de restriccidn. El ADN insertado, cuyo tamano 

15 correspondia con el esperado, fue secuenciado medicoite el 
oigtodo de Sanger [(19) Sanger, P., Nicklen, S., and 
Coxason, A.R. (1977) • mOi sequencing with chain-terminatdLng 
Inhibitors, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74. 5463-54671 
utilizando dideoxinucle6tidos f luorescentes. Bl cmSlisis 

20 informatico de las secuencias demos trd que todas las 
secuencias codificaban para la profilina, y que existla una 
grsui homologia con otras profilinas descritas. 
Bxpresi6n de los genes clonados 

Bxiste una gran diversidad de sistemas de e3q>residn de 

25 proteinas heterdlogas. En la presente invenci6n se ha 
sobreexpresado el gen de la profilina para formar una 
proteina no fusionada utilizando el vector de e3q>resi6n 
pKN172 [(20) Way, M., Pope, B., Gooch, J., Hawkins, M*, and 
Weeds, A.G. (1990) . Identification of a region dLn segment 1 

30 of gelsolin critical for actin binding. ENBO J. 9, 4103- 
4109] . La expresion en este pl^smido se basa en la 
interaccion de la ARN poliinerasa del fago T7 con un 
promoter especif ico del mismo fago (promotor del gen f 10) , 
que es colocado delante del fragmento que queremos expre- 
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sar . La e^resi6n de la ARN polimerasa de T7, en la cepa de 

B. coll BL21 (DB3) [(21) Studier, P.M. and Moffatt, B.A. 
(1986) . Use of bacteriophage T7 polymerase to direct 
selective high-level expression o£ cloned genes. J. Mol. 

5 Biol. 189, 113-130], se induce con IPTG, lo cual desencade- 
na la esqpresidn final del gen de interns. Bl IPIG se 
afiadid, a concentraciones entre 0.6-1 mM, a un cultivo 
crecido en medio nutritive (LB 6 TB) con anpicilina (100- 
200 tng/ml) , a lana densidad optica a 600 nm de entre 0.6 -1. 

10 Bsta adicion provoca la expresidn del gen de la profilina 
clonado detrSs del promoter del gen flO. El ciiltivo se 
recogi6 entre 3-6 horas despu6s de la induccion. 
Purif icacion de la profilina recanbinante 

Bl m§todo de purificacidn de la profilina se basa en 

15 la capacidad que #sta tiene para unirse a cadenas de L-pro- 
lina. La purif icacidn se realizd en un s61o paso mediante 
cromatografia de afinidad en columoa de Sepharose-poli-L- 
prolina, seglin describe Lindberg [(22 Lindberg, U., Schutt, 

C, Hellsten, B., Tjader, A., and Hult, T. (1988). The use 
20 of poly (L-proline) -Sepharose in the isolation of profilin 

and profilactin conoplexes. Biochim. Biophys. Acta 967, 391- 
4001 . Bsta resina es una agarosa comercial (Pharmacia 
Biotech) activada con bronmro de cian6geno (CNBr) a la cual 
se unen coval entemente peptides de prolina (Poli-L-prolina) 

25 de al menos 5 kDa. Cuando la proteina recombinante no estd 
en forma soluble se debe tiratar con 8 M de urea o una 
mezcla de los detergentes sarcosil/triton X-100, pcura que 
pueda ser ^licada a la columna de Sepharose-poli-L- 
prolina. La profilina pegada especificainente a esta resina, 

30 es eluida de la columna mediante 6 M urea, y dializada 
extensivamente. De esta forma se obtiene una profilina 
reccxnbinante de gran ptureza (>95%) y en grandes cantidades 
(10-50- mg/litro de cultivo). 
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Aislamiento de la prof ilina de girasol [Helianthus annuus) 
y su secuenclacldn protelca 

Se purified la profilina de girasol (Heliantbus an- 
nuus) mediante cromatograf ia resolutiva desarrollada en dos 
fases. La proteina asi purificada fue identificada ccmo 
profilina mediante ensayos f isioldgicos (tmidn con poly-L- 
prolina) , bioguimicos (pardmetros moleculares y secuencia 
de amino^cidos) e ixnnunoguimicos (SDS-PA6B Inmunoblot- 
tings) . Se obtuvieron pesos moleculares de 15.7 kDa en SDS- 
PAGB y de 19.1 kDa en cromatograf ia SMARTTM (lo que indica 
su natviraleza monoroerica) , asi como un pi de 4.5-4.4 (tres 
isoformas) . Se determino la composicion de amino&cidos y la 
secuencia parcial de la proteina purificada. Seis peptides 
internes que fueron secuenciados confirman su identidad 
prof ilinica y muestran el mayor grado de similitud con los 
peptides de polen de Zea mays y semilla de Pbaseolus 
vulgaris. Con el fin de evaluar la presencia de proteinas 
de naturaleza profilinica en un grupo de aeroal6rgenos y 
alergenos alimentarios , se obtuvo y eii5>le6 un antisuero 
policlonal ant i -prof ilina. Bstos resultados se discuten de 
modo preliminar. 

En resumen, esta invencion prqporciona ADN recombi- 
nante que codif ica para profilina de un gran nfknero de 
plantcis, tanto hierbas, malezas y Srboles. Igualmente 
proporciona un Bistena de expresidn microbiano (E: coli) 
para la obtenci6n de grandes ccintidades de profilina. Esta 
Bxpxes±6a puede realizarse en otros sistemas microbianos 
(Pseudcoionas, Bacillus) o eucaridticos (levaduras o c§lulas 
de insectos) . La profilina producida puede ser procesada 
por tres metodos diferentes, para finalmente ser purificada 
mediante un sdlo paso de cromatograf ia de afinidad en 
Sepharose-poli-L-prolina. La profilina purificada por este 
n^todo no dif iere en sus prqpiedades de uni6n a IgE de las 
profilinas naturales. Igualmente se describe la purifica- 
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ci6n y caracterizacion conopleta de la profilina de girasol 
{Helianthus annuus) . 
Aplicaclanes 

Los mgtodos de diagn6stico, tanto in vitro como in 

5 vivo, que actualmente se utilizan se basan en el uso de 
extractos de al^rgenos. Debido a la di£icultad de obtener 
lotes reproducibles de extractos alerggnicos, y a que 
algunos al6rgenos menores, coino la profilina estan poco 
representados o pcurcialmente degradados [(23) Susani, M., 

10 Jertschin, P., Dolecek, C. , Sperr, W. , Valent, P., Ebner, 
C, Kraft, D., Valenta, R. , and Scheiner, O. (1995). High 
level expression of birch pollen profilin (Bet v 2) in 
Escherichia colli purification and characterization of the 
recondbinant allergen. Biochem. Biophys. Res. Gcmnun. 215, 

15 250-2631 , es interesante el uso de preparaciones reproduci- 
bles de al§rgenos puros obtenidos mediante la tecnologia de 
ADN recombinante [ (2) ]. Actualmente se pueden realizar 
diagndsticos precisos de ciertos tipos de alergias utili- 
zando xin numero definido de alergenos recombinantes . La 

20 caracterizacion del patrdn de react ividad de cada paciente 
puede conducir en un futuro pr6xitno, al descirrollo de un 
tipo de inmunoterapia tnSs individxxalizada, y por ello 
eficiente. Los alergenos recombinantes, profil in as, 
descritos en esta invencion, permiten el diagndstico de 

25 alergias polinicas en las cuales se encuentra iiqplicada la 
profilina, que son aproximadamente un 20% del total de 
alergias a polen [(8)] . 

Los Am recombinantes que codif ican para los alergenos 
profilinicos objeto de la presente invencidn pueden servir 

30 no s61o para la obtenci6n de al6rgenos recombinantes utiles 
para el diagndstico y tratamiento convencional de alergias, 
sino tambien para dos potenciales usos: 

a) Produccion de peptides a partir de dichos al6r- 
genos, que constituyan epitopes de celulas T, y 
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cpie por tanto puedan ser vacunas con actividad 
anergizante (stqpresora de respuesta Th2) . 
b) Qbtencidn de isoformas recombinantes mutantes que 
no den lugar a fljacidn de IgE, y que por tanto 
5 constltizyan tratamlentos con reducida capacldad 

de producci&i de efectos adversos. 
DBPOSrrO DB LAS CBPAS 

Las cepas voSa inportantes que se mencionan en la pocesente soli- 
cltud ban sido depositadas en la C3Dleccidn BspaSola de Qiltivos 
10 Tipo (Ubiversidad de Valencia, Campus de Burjasot, 46100 Burja- 
sot, Vale nc ia) correspondi endoles los siguientes nos. de oxden: 

Escbericbia coli CdPROl CECT 4872 

Escherichia coli PjPROl CECT 4873 

£schericbia coli OePROl — CECT 4874 
15 Escherichia coli MaPROl— CECT 4875 

Escherichia coll HaPR02 CECT 4876 

gscherichia coli ^PR03 CECT 4877 

BREVE DBSCRIPCXOW PB LAS FIGDRAS 

Ficnira 1 ; SDS-PAl^ ten! da con azul de Coomassie del 
20 proceso de purificacidn de la profilina CdPROl de Cynodcxn 
dactylon. Caunriles 1 y 2, lisado de E. coli BL21 (DB3) 
conteniendo pKN172 sin inserto y con el insearto CdPROl, 
respectivamente; parriles 3 y 4, fracciones insoluble y 
soluble de la inuestra del Ccunril 2, respectivamente; carril 
25 5, fxaccifin no retenida en la columoa Sepharose-BU?; carril 
6, profilina reccnibinante purificada como elucidn de urea 
6M de la columna de Septaarose-PLP; carril 7, profilina 
natural purificada. 

Ficiura 2 ; PAGE tenida con azul de Coomassie del 
30 proceso de purificacidn de la profilina OePROl de Olea 
eurqpaea. Carriles 1 y 2, lisado de E. coli BL21 (DB3) 
conteniendo pKN172 sin inserto y con el inserto OePROl, 
respectivamente; ccurriles 3 y 4, fracciones insoluble y 
soluble de la inuestra del carril 2, respectivamente; carril 
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5, fraccion no retenida en la columna Sepharose-PLP; carril 

6, lavado de la columna con 2 M de urea; caixil 1, 
profilina recoadbinante purificada como eluci6n de urea 6M 
de la columna de Sepbarose-PLP; carril 8, profilina natural 

5 purificada . 

Ficmra 3: SDS-PAGE tenida con plata de la profilina 
piurificada CdPROl de CVnodcm dactylon. Carriles 1 y 4, pro- 
filina recombinante purificada por Sepharose-PLP, 3 y 0.5 
mg, respectivamente; carril 2, profilina natural pxirifi- 
10 cada; carril 3, lisado de B. coli BL21 (DB3) conteniendo 
pKN172 con el inserto CdPROl. 

Fiqmra 4: Inmunodeteccion de profilina recombinante de 
Cyno6on dactylon utilizando anticuerpos policlonales anti- 
profilina. La descripcidn del gel es idSntica a la descrita 
15 en la figiira 1. 

Piqura 5r Inmunodeteccidn de profilina recombinante de 
Olea europaea utilizando anticuerpos policlonales anti- 
prof ilina. La descripcidn del gel es id§ntica a la descrita 
en la figura 2. 

20 Figura 6 1 Comparacion por inmunodetecci6n de la 

ractividad de IgE procedente de suero de pacientes 
algrgicos a Cynodon dactylon o gramineas. Se transf irieron 
proteinas del extracto de Cynodon dactylon (B) y prof ilinas 
reco m bi n a nt es purif icadas (R y P) y se incubaron con sueros 

25 de pacientes (1-8) algrgicos a Cynodon dactylon, pool de 
sueros de alergicos a gramineas (6) y de individuos sanos 
(C). 

Figura 7: Inhibicidn de inmunodeteccidn. Bxtractos 
proteicos (E) , profilina natiural piurif icada (P) y recoinbi- 
30 nante pmrificada (R) de Cynodon dactylon se separaron 
mediant e SDS-PAGB y se transf irieron a m^ibranas de PVDF. 
Bstas membranas se incubaron con un pool de sueros de 
pacientes alergicos a Cynodon dactylon inhibidos con 10 
de profilina recombinante (c) o BSA (b) por ml de suero, o 
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sin inhibir (a) . Como control se utilizo un pool de sueros 
de individuos sanos (c) . 

Ficrura 8 ; Slmulacidn de la estructura tridimensional 
de la pTOfilina PpPR03 de Pblevan pratense y localizaci6n de 
5 las diferentes regiones en las que se enmarcan los p§ptidos 
antig&iicos propuestos. 

Fiaura 9 ; Bstructura de los tres pgptidos con mayor 
posibilidades de antigenicidad. La numeraci6n corresponde a 
la secuencia de aminoScidos en PpPR03 de Phleum pratease. 
10 Fiqura 10 : SDS-PAGE de la fraccion de profilina elulda 

tras la cromatograf ia de af inidad {carril 2) , extracto 
conpleto de polen de girasol (carril 3) y el mismo extracto 
desprovisto de la f raccidn de profilina (carril 1) . 

Ficaura 11 : Cromatografia de SMART realizado mediante 
15 gel £iltraci6n en columna Superdex 75 PC3.2/30 
correspondiente a la £racci6n de profilina de Helianthus 
annuus obtenida por cromatografia de af inidad. 

Fiqura 12 ; lEF (pH 3-10) de profilina obtenida tras 
cromatografia de filtracion en gel. 
20 Ficfura 13 : Secuencia de aminoacidos deducida (HaPROl, 

HaPR02, HaPR03, HaPR04, HaPROS y HaPROS) de Helianthus 
annuus. Los guiones indican que la secuencia es identica a 
la roostrada en la pairte superior. En negrita se indican los 
resultados de la secuenciaci6n parcial de la profilina 
25 purificada de H. aimuus; los asteriscos indican que la 
secuencia es idgntica a la mostrada en la parte siqE>erior. 

Fiqura 14 : Inmunodeteccidn de profilina purificada de 
girasol incubada con una mezcla de sueros de pacientes 
al^rgicos a polen de gramineas (carril 1) , de girasol 
30 (carril 2) y frutos de Rosaceas (carril 3) . 

Fiqura 15 : Inmunodeteccion de extracto de polen de 
abedul (carril 1) y extractos de piel de manzana (carril 
2) , de melocot6n (carril 3) y pera (carril 4) , incubados 
ccm antisuero anti -profilina de girasol. 
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Fiqura 16 : Inmunodeteccion de extracto de polen de 
girasol (carril l) , Pblevaa pratense (carril 2) , caspa de 
perro (carril 3) , Parietaria judaica (carril 4) , Dermatop- 
bagoides pteraayssinus (carril 5) , Olea eurcpaea (carril 
5 6) , Afercurialis annua (ceurril 7) , Alteraaria alteraata 
(carril 8) , Aspergillus fumigatus (carril 9) , P^cillium 
notatum (carril 10) , y estandbres de azafrSn (carril 11) , 
incubados con antisuero anti-prof ilina de girasol* 
MODOS DE REALIZACI6n DK IA INVENCION 
10 La invencion puede ser entendida a partir de los 

siguientes ejetnplos, que no deben considerarse en absolute 
limitativos de la misma. 

Tecnicas b&sicas de la tecnologia del ADN recoiflbinante y 
bioguimlca 

15 Cooio muctaas de las tecnicas de ADN recombinante em- 

pleadas en esta invenci6n son utilizadas rutinariamente por 
personal cualificado en el tema, es mejor introducir una 
corta descripcidn de estas tecnicas itiSs que describirlas 
cada vez que se utilicen . Except© donde existe una 

20 indicacion especxfica, todos estos protocolos estan des- 
critos en la referenda [(18)] . 
Aislamiento de plasmidos para su secuenciaci&x 

Protocolo modificcido del descrito en Sambrook et al, 
pSginas 1.21 a 1.41. JJa cultivo de 15 ml de E. coll, ere- 

25 cido en LB con anpicilina (100 rag/ml) durante 16 boras a 
37*C, se recogi6 por centrifugacidn. Las cglulas se re- 
suspendieron en 1 ml TE (10 raM Tris-HCa., 1 nM EDTA, pH 8) , 
y se incubo durante 5 minutos a ten^ratura ambiente. Se 
anadieron 2 ml de solucion de lisis (0.2 N NaOH, 1% SDS) , 

30 manteniendose en hielo 5 min. Se anadieron 1.5 ml de 
acetato potasico 3 M pH 4.8, agitandose por inversi6n, y se 
incubo en hielo durante 5 minutos. Posteriormente se 
centrifugd durante 30 minutos a 4000 xg y 4**C. El sobre- 
nadante se poiso a otro tubo al que se anadieron 9 ml de 
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estanol, Incnibandose durante 20 minutos. Se centrifugo en 
las mismas condiciones, y el precipitado se lav6 con etanol 
al 70%, y se sec6. Bste ADN se resuspendi6 en 200 ml de 50 
IBM Tris-HCl (pH 7.5) , 10 mM KDEA y 100 n^/ml de ARNasa y se 
5 siguid purlf icando segun el protocolo Wizard Plus Minipreps 
ENA Purificatioii System (Prcmega, Madison, WI) . El AEN asi 
obtenido se resuspendid en 50-80 ml de agua destilada 
esteril, y se guard6 a -20*C. 
Corte con endonucleasas de restriccldn 

10 Itoa reaccidn contiene tipicamente entre 50-500 mg/ml 

de ADN en el tanpon de reaccion recomendado por los fa- 
bricantes (Pharmacia Biotech, l^psala, Suecia; Boehringer- 
Nannhein, Maxmhein, Alemania; Promega) . Se anaden de 2 a 5 
unidades de la endonucleeusa de restriccidn por cada mg de 

15 MXS y la reaccidn se incuba de 1 a 3 horas a las t«qperatu- 
ras recomendadas por el fabricante. La reaccidn se para 
calentando a 85**C durante 10 min, o por extraccite con 
fenol seguida de precipitacidn de ADN con etanol. Esta 
tecnica esta descrita tanibien en las p§ginas de 5.28 a 5.32 

20 de la referenda t(18)l, 

Electroforesis en geles de agarosa y purlflcacldn de fra- 
gmentos de ADN de geles 

La electroforesis en geles de agarosa se realiz6 en un 
^>arato horizontal, utilizando como tainp6n Tris-borato, 

25 como se describe en las p&ginas 6.3 a 6.15 de la refierencia 
[(18)]. Los fragmentos de ADN se tineron utilizando 0.5 
ng/ml de bromuro de etidio que se anadid al gel. El ADN se 
visiializo por iluminacidn ultravioleta entre 300 y 310 nm. 
Para purificar fragmentos de ADN de la agarosa se utiliz6 

30 el kit de Geneclean (BiolOl Inc., La Jolla, CA) siguiendo 
las instrucciones del fabricante. 
Ligacidn de fragmentos de ADN 

Para la ligacion de fragmentos de ADN con extrsnos 
cohesivos conqplementarios, 100 ng de cada uno de los fra- 
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gmentos se incaibaron en un volumen de reaccidn de 10 a 20 
ml conteniendo unas 0,5 unidades de T4 ADN ligasa (BioLine, 
London, UK) en el taoqpdn recomendado por el £abrlcante. La 
incubacidn se llevo a cabo durante 15 boras a 12-15"C, o 7 
5 boras a 20''C. 

Transfiozmacida de coli con ADN 

Las cepas de B. coli DH5a o BL21 (DBS) fueron utili- 
zadas en la mayoria de los esqperitnentos . Bl ADN fue in- 
troducido mediant e el protocolo del cloruro calcico, como 

10 se describe en [(18)], paginas de 1.76 a 1.84, o mediante 
el metodo del cloruro de rubidio, como describe Hanahan 
[(24) Hanaban, D. (1983). Studies on transformation of 
Bscherichia coli with plasmids. J. Mol. Biol. 166, 557- 
580] . La seleccidn se realiz6 en LB s6lido con ampicilina 

15 (100 mg/ml) y cuando fue necesarlo se a&adieron a cada 
placa de Petri: 40 ml de X-gal (20 mg/ml en dimetilforma- 
mida) , y 4 ml de IPTG (200 ng/ml) . 
liuestreo de plasmidos en B« cx>li 

Despues de la transformacion, las colonias resultantes 

20 de B. coli fueron estudiadas para detectar la presencia de 
los plasmidos deseados mediante un protocolo rSpido de 
aislamiento de plasmidos. Bste protocolo esta descrito en 
las paginas 1.25 a 1.28 de la referenda de Sainbroolc 
[(18)1. 

25 Blectroforesis en geles de poliacrilamlda con SDS (SDS- 
PA6B) 

Se sigui6 bisicamente la t^cnica descrita por Laemmli 
[(25) La^nmli, U.K. (1970). Cleavage of structural proteins 
during the assambly of the head of bacteriophage T4. Nature 
30 277, 680-685] , utilizando un apcirato de electroforesis 
MINI-PRCTTEAN (Bio-Rad, Hercules, CA) . Los geles, de 10 x 10 
cm y con una concentracion de poliacrilamlda del 12.5 o 
15%, se SGoietieron a una corriente de 200 voltios durante 
45 minutos en tampon Tris-Glicina. Las proteinas utilizadas 
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como patrones fueron las del kit Bio-Rad para bajos pesos 
moleculares . Bl cSlculo de los pesos moleculares y los 
an S l isis densitoingtrlcos de los geles se realizo utilizando 
un analizador de image (Bio-Image, Millipore C3orp, Bedford, 
5 M?l) . 

An&lisis per Inmimotransferencia 

Se reaJiizd por el metodo de Shen y cols, con modifica- 
cicmes [(26) Shen, H., CSioo, K. , Lee, H., Hsieh, J., Lin, 
W. , Lee, W., and Han, S. (1991). The 40-kilodalton allergen 

10 of Candicia alhicans is an alcohol dehydrogenase: moleculsu: 
cloning and inmunological analysis using monoclonal 
antibodies. Clin. Bxp. Allergy 21, 675-681]. Las proteinas 
separadas en SDS-PA6B fueron electro- transferidas a 
m^nbranas de nylon. La membrana es incubada con un agente 

15 blogueante (como puede ser leche desnatada al 5% en PBS: al 
cual llaroaremos a partir de ahora leche/PBS) . La menibrana 
es entonces incubado con los anticuerpos de interns durante 
varias horas (estos anticuerpos podrdn pxx>venir de pacien- 
tes o de animales iomunizados) . Posteriormente, la menibrana 

20 se lava varias veces con leche/PBS, y se incuba con un 
segundo anticuerpo comercial, al cual esta acoplada una 
enzima (por ejemplo peroxidasa) . Este anticuerpo comercial 
sera anti-IgG, en el caso que hayamos utiizado un animal 
iomunizado, o anti-IgB, si el suero proviene de humanos. La 

25 menibrana es nuevamente lavado en PBS, y teiiido con 4-cloro- 
l-naftol al 0,06% en PBS con H2O2 al 0.01%, a teiqperatura 
ambient e durante 30 mih. La reaccidn es parada con agua 
destilada. 

Prq^aracidn de la columoa de Sepharosa poli-L-prolina 

30 El primer paso en la piurif icaci6n de la profilina se 

realiz6 mediante cromatograf la de af inidad en la colimna de 
Sepharosa activada con CMBr y acoplada a PLP, de acuerdo 
con Lindberg et clL. [(22)]. Este m§todo, en resumen, 
consiste en humedecer 2 g de Sepliarose 4B activada con CUBr 
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(Pharmacia Biotech, l^sala, Sweden) en 100 ml de HCl lnM 
durante 15 minutos. A contimiacioni la resina fue lavada a 
trav^s de un enibudo filtrante (porosidad G3) al que se 
anadid cuatro veces ccmsecutivas 100 ml de HCl linM. Bl gel 
5 resultante (unos 7 ml) fue resuspendido en el tan^n 
(KHCX>3, 0.1 M, pH 8.3, KCl 0.5 M) ; despu6s, se disolvieron 
30 mg de Poly-L-proline (PLP, Mr 5000, INC Biochemicals, 
Aurora, OH, USA) en 2 ml de agua destilada durante 12 h. Bl 
material no soluble fue eliminado y el sobrenadante afiart-i/^ri 

10 a la resi n a suspendida en el tan?)6n de acoplamiento* La 
mezcla se dejo a teiperatiura ambiente durante 2 h. El 
blogueo de los gn^s activos se realiz6 filtrando la 
resina y restispendiendola en 10 ml de Glicina 0.5 M, pH 
8.5. Seguidamente se procedid al lavado del exceso de 

15 ligando con taiip6n de acetate 0.1 M, pH 4.0 y PBS pH 8.3 
anibos conteniendo N^Cl 0.5 M. Bl exceso de agente bloguean- 
te se elimin6 por lavado con PBS. Con el conjugado de PLP- 
Sepharose obtenido se mont6 una columna de Ix 24 cm 
eguilibrada con PBS. 

20 Agarosa-isoelectroenfoque (lEF) 

Bsta tecnica se realiz6 utilizando placas de Agarosa 
Isogel (FMC Bio Products, Rockland, Maine) , en el intervalo 
de pH 3 - 10. Se apliccuron 20 mg de proteina por calle. Bl 
pimto isoel§ctrico (pi) de las molSculas en cuestidn fue 

25 determinado con^parando su migracion con la de un ccm junto 
de proteinas de pi conocido. Bl esquema electroforgtico 
obtenido se evalu6 por anSlisis de imagen en el sistema 
BIO-IMACT (Millipore, Bedford, Mass. DSA) . 
Eiemplos relacionadoa especxf icamente con la inveneifin 

30 Alslamiento de iOSH poll (A-f) de polen 

Se aisld el ARN poli (A+) de 100 mg de polen siguiendo 
el protocolo descrito en Quick Prep Micro mRNA Purification 
Test (Pharmacia Biotech) . Bl ARN purif icado se resuspendid 
en 400 ml de agua destilada tratada con dietilpirocarbona- 
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to, y se determind su concentracidn a 260 nm. A partir de 
100 de polen se obtuvleron unos 8 ing de ARN, que se 
guardaron a -20**C precipitados con etanol. Este ARN poli 
(A+) fue utilizado para realizar la sintesls de la primera 
5 cadena de Aral conqplementario, como se expcme en apartado 
siguiente. 

Sintesls de la primera cadena de ADN cooplementario 

Uii mg de ARN poli (A+) obtenido segun el apartado 
siguiente, fue sedimentado por centrifugaci6n a 4'*C a 14000 

10 xg durante 30 min. El sobrenadante se lavo con etanol al 
70%, se sec6 y se resuspendio en 20 ml de agua destilada 
tratada con dietilpirocarbonato. La solucidn se calent6 a 
60**C durante 10 min y luego se enfri6 en bielo. Posterior- 
mente, se sigui6 el protocolo descrito en First-Strand cENA 

15 Synthesis Kit (Pharmacia Biotech) , salvo que la incubaci6n 
con la transcriptasa reversa se realiz6 durante 70 minutos. 
El cebador utilizado fue la mezcla al azar de hexadeoxinu- 
cleotidos, llamado pd{N6) primer (Pharnaacia Biotech) . Una 
vez acabada la reaccion, la mezcla se calent6 a 90^*0 

20 durante 5 minutos y se enfrio en hielo, almacenandose 
poster iormente a -20**C hasta que fue utilizada para la 
reacci6n en cadena de la polimerasa (PGR) como se explica 
en el apartado sigui^te. 
Amplif icaci6n del gen de pro£ilina por PGR 

25 Los cebadores utilizados de la PGR fueron obtenidos de 

conparar diversas secuenciats de profilinas de plantas, y 
tmiendo en cuenta la degeneraci6n del c6digo gen6tico: 
* PROEXF (extremo 5' del gen) : 

AfiAGAATTCCA TATGTCX7rGGCA{A/G> (A/G) CX3TACX3T 

30 * PROEXR (extremo 3^ del gen) : 

AGAAAGCTr( C/T>TACA(G/T>GCC(C/T)TGTTC(G/A/T)A(G/ T/Cl (G/A/C)AGGTA 

Los cebadores se coaq^nen de la zona de hibridacidn 
(suhrayada) , de varies sitios de corte para las endonuclea- 
sas de restriccion, BtrcSRI, Hindlll y Iftiel, (en negrita) , y 
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de imos nucleotidos de anclaje. Todos los nucledtidos entre 
parentesis estdn en prpporciones eguiiooleculares en esa 
determinanda posicidn. 

La reaccidn de anpliflcacidn por PGR del gen de la 
5 prof ilina tenia los siguientes componentes en un volumen de 
reaccidn de 50 ml: tampon de anplificacidn xlO, 5 ml; 200 
nM de dNTPs; 100 pmoles de cada oliganucledtido cebador 
degenerado; 2,5 unidades de Tag polimerasa (Bioline, 
London, ,UK); 5 ml reaccidn de ADN coi!?)lementario obtenido 

10 segun el ejemplo II y agua destilada estgril hasta 50 tal. 
La reaccidn de ainplif icacion se llevo a cabo en un 
termociclador RoboCycler (Stratagene) en las siguientes 
condiciones: 4 min a 94**C, seguido de 5 ciclos coinpuestos 
de 1 min a 2 min a 42*0 y 2 min a 72**C. Posterior- 

15 mente, se realizaron otros 30 ciclos de 1 min a 94''C, 2 min 
a 56**C y 2 min a 72 "C de ainplif icacidn. Se concluyd con una 
extensidn de 6 minutos a 72**C- El producto de la reaccidn 
fue sometido a electroforesis en geles de agarosa (2%) . La 
banda de 400 pb que correspondia a la prof ilina fue aislada 

20 del gel por Geneclean (BiolOl, La Jolla, C^l) , utilizando el 
protocolo descrito por el fabricante. 
Clonacidn del gen de prof ilina en pBluescript 

Bl fragmento ciislado fue digerido con Hindlll, y 
posteriormente con BcoRI, y las endonucleasas de restric- 

25 cidn se inactivarcn por calor. Bstos fragmentos se ligaron 
al vector E>Bluescript digerido con las mismas enzimas. La 
mezcla de ligaci&i se utilizd para transformcu: transformcu: 
c§lulas competentes de E. coll DH5a. La seleccidn se 
realizd realizd en medio LB con ainpicilina, X-Gal e IPTC, 

30 como se describe en Sambrook y col [ (18) ] . Las colonias 
resultantes, que en este medio presentaban un color bianco, 
fueron crecidas para aislar su AOM plasmidico, el cual fue 
digerido simultSneamente con BcoRI-Hindlll, y IfcJel-Hiodlll. 
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Los clones que, en ainbos casos, liberalDan un fragmento de 
400 pb fueron seleccicmados para su posterior an^isis. 
Secuenciacldn del gen de pro£ilina 

La 6ecuenclaci6n del ADN insertado el pBluescript se 
5 realizd bas^dose en el mgtodo de Sanger [(19)] niodi£icado 
psuca ser utlllzado con dideoxinucledtidos fluorescentes y 
aiqplificacidn en tennociclador. Bl ADN a secuenciar se 
prepar6 de la siguiente fonna: cnltivos de coll DH5a, 
conteniendo los plasmidos de interns fueron crecidos en 15 
10 ml de LB si^lenentado con 100 mg/ml de an^picilina, durante 
16 horas, a 21 ""C y con agitacion. Bl ADN se aisld por el 
metodo descrito en el apartado A) . Las reacciones de 
secuenciaci6n se realizaron mezclando 700-1000 ng de inolde, 
25 pmoles del cebador y los react ivos indicados en el kit 
15 de secuenciaci&i (PRISM Ready Reaction DyeDeoxy Termination 
cycle SequencdLng Kit, Perkin Blmer) siguiendose las 
instrucciones del fabricante. Todos los fragmentos fueron 
secuenciados en las dos direcciones, utilizando cebadores 
comerciales (M13 -20 primer o reverse primer) o cebadores 
2 0 especl f icos . 

Se secuenciaron 16 clones, obteniendose en algunos 
casos secuencias representadas por varios clones. Todos los 
insertos secuenciados estaban f lanqueados por un co66n de 
inicio (ATS) y un coddn de terminacidn (TAA o TAG) , con los 
25 siguientes resultados: 

-Inserto de Cynodoa dactylon, plSsmido pPCL9, tenia 
396 pb que codificaba para un polipeptido de 131 
aminoacidos que fue llamado CdPROl. 

-Los insertos de Olea europaea, plasmidos pPOll, pP013 
30 y pPOlll, tenian 405 pb y codificaban para 

polipeptidos de 134 aminoacidos que fueron llamados 
OePROl, OePR02 y OePR03, respectivamente. Las tres 
secuencias tenian una identidad del 97%. 
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-Los insertos de Phleum pratense, plasmidos pPP19 y 
pPPll2, tenxan 396 pb y ccxiificaban para polipgptidos 
de 131 aminoScidos que £ueron llamauSos PpPR02 y 
PpPR03, respectlvamente. Las dos secuenclas tenian una 
5 identidad del 98%. 

-Los insertos de Parietaria judaica eran de diferente 
tamaiio. Bl pl&smido pPAlS tenia un inserto de 399 pb, 
que codificaba para un polipeptido de 132 aminoacidos . 
El plasmido pPAll2 tenia un inserto de 396 pb, que 
10 codificaba para un polipeptido de 131 aminoacidos. Los 

polipeptidos fueron llaraados PjPROl y PjPR02, 
respectivamente . Las dos secuencias tenian una 
identidad del 96%. 

-Inserto de Mercurialis annua, tenia 399 pb que 
15 codi£iccd>a para un polipgptido de 132 aminoacidos que 

fue llamado NeiPROl. 

-Se secuenciaron seis insertos procedentes de He- 
lianthus annuus. Dos de ellos, pPG221 y pF6216, co- 
rrespondian al gen completo, tenia un inserto de 402 
20 pb y codificaban para un polip§ptidD de 133 aminoa- 

cidos. Los cuatro plasmidos restantes, pPG12, pPG14, 
pF616, y pP618, eran secuencias parciales del gen. con 
su extremos 3" truncados. Los polipeptidos fueron 
llamados HaPROl, HaPR02, HaPR03, HaPROI, HaPROS, y 
25 HaPR06, respectivamente . Las seis secuencias tenian 

una identidad media del 98%. 
An&lisis de las secuencias 

Las secuencias obtenidas fueron conqparadas con otras 
prof ilinas existentes en el banco de datos (EMBL Data Bank 
30 y SWISS-Prot) utilizando el paquete informatico GCG 
(IMiversidad de Wisconsin Genetics Computer Groi^>) . Cuando 
se corapararon con otras prof ilinas vegetales (maiz, cebada, 
alubia, hierba timotea, abedtil, y tabaco) [(10), (14), 
(15), (16), (17) y (27) Mittermann, I., Swoboda, I., 
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Pierson, E., Eller, N., Kraft, D., Valenta, R., and 
Heberle-Bors, B. (1995). Molecnilar cloning and charac- 
terization of prof ilin from tobacco (Nicotiana tabacum) : 
increased prof ilin expression during pollen maturation. 
5 Plant. Mol* Biol. 27, 137-1461 se encontr6 una gran homo- 
logia entre ellas, con mas del 70% de residuos id^ticos. 
Por el contrauriOf cuando se coaspar6 un gn^>o de profilinas 
vegetales con otras profilinas eucaridtas de animcO.es 
(hombre, toro) , levaduras o protistas se encontro una menor 

10 homologia. Asi por ejemplo, la profilina CdPROl de Cynodon 
dactylon tenia una identidad del 46% con Acanthamoeba 
castellanii (HMBL Data Bank M38038) ; del 42% con Physarum 
polycephalvm' (N3803B) y del 32% con la profilina I humana 
(J03191) . Cuando se coni)araron profilinas de diferentes 

15 origenes se observ6 que, aungue presentan diferencias 
notables, debido a que coinparten una ftmci6n similar, exis- 
ten Unas regiones donde se encuentran un gran nfimero de 
residuos conservados que serian fundamentales para su 
funcion fisi61ogica. 

20 Subclonacidn del gen de profilina en el vector de expresidn 
PKN172 

Los vectores recombinantes (2 mg) derivados del pBl- 
uescript fueron digeridos con las endonucleasas de res- 
tricci6n Hi ndlll y Ndel. Bl fragmento de 400 pb, que con- 

25 tenia el gen de profilina, fue separado por electro£oresis 
en gel de agarosa y aislado del gel. Bste fragmento fue 
ligado al vector de expresidn pKN172, digerido con las 
mismas enzimas. La mezcla de ligacidn se utiliz6 para 
transformar cglulas competentes de E. coli DH5a. Las co- 

30 lonias que portaban los plasmidos recombinantes fueron se 
leccionadas mediante una PCR analitica, en la cual se 
utilize como molde una cantidad rainuscula de la colonia. Bl 
AIMf plasmidico de los clones positives se analizo mediante 
endonucleasas de restriccion, seleccionandose un clon que 
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tuviera el fragmento deseado. Este plcLsmido se utilizd para 
transfoxnicu: la cepa utilizada en la expresion E. coll BL21 
(DB3) [(21)]. Bsta cepa tiene en su cromosoma im lisdgeno 
del f ago 1 conteniendo el gen de la ARN polimerasa del f ago 
5 T7 bajo el control del promotor la cDV. La seleccidn y 
crecimiento de esta cepa se rectLiz6 rutinarlamente en 
placas de LB conteniendo 200 mg/ml de anpicilina. 
Ba^residn de la profilina en E. coll 

E. coll BL21 (DE3) conteniendo el plasmido pPCl9, que 

10 codificaba para la profilina C3dPR01 de Cynodon dactylon, se 
crecio en LB con 200 mg/ml de anpicilina a 37*^0 con 
agitacidn. A las 16 horas, se diluyo el cultivo hasta una 
densidad 6ptica de 0.3-0.4. Cuando el cultivo alcanzo una 
densidad ^tica de 0.6, se anadi6 0.6 rm de IPT6. A las 3 

15 horas de induccidn, el cultivo se recogi6 por centrifuga- 
ci6n a 4000 xg durante 5 minutos, y el sedimento, despu6s 
de pesado, se congeld a -20''C. Las celulas se resuspendie- 
ron en l/lO del volumen original, utilizando 50 itM Tris- 
HCl, pH 7.5 y NaCl 100 vM. Alicuotas de las muestras, 

20 conteniendo aproximadamente 20 mg de proteina, se analiza- 
ron en SDS-PAGB 12.5%. se detect© una banda, por tincion de 
Coomassie, de unos 14 kDa, que estaba mucho mSs intensa que 
en el control de pKN172 sin inserto. La banda, cuantificada 
por densitcmetria, constituia un 20-30% de proteina total. 

25 Puri£icacl6(n de la profilina reconibixiante 

Las c§lulas, procedentes de la expresion descrita en 
el apartado anterior se sonicaron en hielo durante 2 mi- 
nutes, en intervalos de 20 segundos. Bl extracto cd^tenido 
se clarifico por centrifugacion a 14000 rpm durante 30 

30 minutos. El sobrenadante, conteniendo la profilina expre- 
sada, se distribuyo en alicuotas conteniendo 15 mg de 
proteina, que se aplicaron a una columna de 1 x 7 cm de 
Sepharose-poli{L) -prolina. La colurana fue lavada con 7 
volumenes de tan^n PBS, 3 volumenes de 2 M urea en PBS, y 
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f IncLLmente la proteina retenida fue eluida con 6 M urea en 
PBS. Las fracciones que contenlan proteina fueron mezcladas 
y dializadas durante 16 boras frente a agua destilada. La 
muestra dializada fue liofilizada, y resuspendida en 10 nM 
5 Tris-HCL, pH 7.5. \3n ejCTplo del proceso de purificaci6n de 
la profilina GdPROl de Q^odon dactylon se presenta en la 
figura 1, y de la profilina OePROl de Olea euzicpaea en la 
figura 2. Se puede aprecicu: como el 95% de la proteina 
expresada se encuentra en forma soluble. La migracion de 
10 las profilinas recombinantes era similar a la de la 
profilina natural utilizada como control. Las preparaciones 
asi obtenidas contenlan >99% de profilina, como se 
determino mediante SDS-PAGE seguida de tincion con plata 
(Fig. 3). 

15 Furificaci6n de la profilina recoaibinante (Ugtodo alter- 
native I) 

En los casos en los cuales la profilina expresada en 
E. coll no era soluble, y guedaba en el sedimento despu§s 
de la lisis bacteriana, se diseno un procedimiento alter- 

20 nativo. Las celulas eran resuspendidas en tanpon STE (10 mM 
Tris-HCl, pH 8.0; 150 mM NaCl; 1 nM EDTA) s\:?)lementado con 
100 mg/ml de lisozima, e incubadas durante 15 min en hielo. 
Posteriormente se afiadieron 5 mM ditiotreitol (OTT) y 1.5% 
N«lauril sarcosina (sarcosil) , y se agito 5 s. Las lisis se 

25 conpletaba con una sonicacion de 20 s. El lisado se 
clarificaba por centrifugacidn, y al sobrenadante se le 
anadia 2% de Trit6n X-100, y se agitaba otros 5 s. El 
lisado conteniendo la profilina era aplicado a la columna 
de poli-L-prolina como se indicard mis adelante. 

30 Purificacion de la profilina reconibinaate (MStodo alter- 
native II) 

Otro m6todo utilizado para la solubilizacion de la 
profilina recombinante insoluble es el siguiente: La lisis 
se realiza en idinticas condiciones que en el ejenplo IX 
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(inciabacion en tampon STE con lisozima y sonicacion de 20 
s) , pero se clarif icaba por centrifugaci6n. El sedimento, 
conteni end o la profilina insoliible, era solubilizado con 8 
M urea en 100 mM glicina-NaOH pH 9.0 y pasado a traves de 
5 una columoa de Sephadex 6-25 (Ptaarmacia Biotech) 
equilibrada en 100 vM gllcina-NaOH pH 9.0. A la proteina 
elulda se anadid 5 xM DIT y se dejo incubco: a 4**C durante 
16 h. La muestra se 8oineti6 a cromatografia de afinidad en 
Sepharosa-poli-L-prolina como se indicar^ ni^s adelante. 

10 Deteccidn de la pro£ilina recombinante con antisueros de 
cc»ejo frente a profilina de Helianthus annuus 

Se corrieron en SDS-PAGB 12.5%, diferentes muestras 
procedentes de los distintos pasos de la expresion y pu- 
rificacion de profilina, y se transf irieron a membrans de 

15 FVDF o nitroceliilosa. Las tiras de roeoibrana, conteniendo 
las proteinas trsmsf eridas , se incubaron con diluciones 
1:3000 de suero de conejos inmunizados con profilina pu- 
rificada de polen de girasol. DespuSs de los lavados, se 
incubaron con diluciones 1:2000 del anticuerpo conjugado a 

20 la enzima peroxidasa. Como se inuestra en las figuras 4 y 5, 
se detecto una banda de reaccion mayoritaria a 14 kDa, y 
otra bandas de menor intensidad en tomo a 30 kDa, que 
podria ser debida a la formacidn de dimeros de profilina, 
como describe Babich et al. [(28) Babich, M., Poti, L.R.P., 

25 Sykaluk, L.L., and Clark, C.R. (1996). Profilin forms 
tetramers that bind to G-actin. Biochem. Biqphys. Res. 
Coamun. 218, 125-131] . Otras bandas de menor intensidad, 
que se aprecian s61o en los extractos de E. calx, podrian 
deberse a reacciones inexpecificas ya que tambi§n se 

30 observan en el control sin inserto. Las figuras 4 y 5, 
rauestran la gran efectividad de la columna de Sepharosa- 
poli-L-prolina, ya que solo un 5% de la profilina aparece 
en la fraccion no retenida, tanto en la pxurificacion GdPROl 



wo 98/59052 



PCT/ES98/00175 



- 28 - 



de Cynodon dactylaa que se muestra en la figura 4, como la 
de OePROl de Olea europaea que se muestra en la figura 5. 
Deteccldn de la paco£ilina reconabinante con anticuexpos IgE 
procedentes de paclentes at6picos 
5 Se separaron por SDS-PA6E las protelnas del extracto 

alergenico de Cynodon dactylon y la profilina CdPROl re- 
combinante, y despu§8 de ser transferidas a membranas se 
incubaron con sueros de paclentes algrgicos a Cynodon 
dactylon. Las profilinas recosmbinantes mostraron una re- 

10 actividad similar a las protexnas del extracto natural por 
las IgB del suero de los paclentes, como se puede observar 
en la figura 6. Igualmente en paclentes alergicos a 
gramineas, donde la proporci6n de Cynodon dactylon es menor 
(siendo predominantes las plantas Poa pratensls, PhleuBi 

15 pra tense, Lolium perenne. . ) , tambi&i se aprecia reactividad 
cruzada. 

Identidad de epxtapos entre la profilina natural y recom- 
binante CdPROl de Cynodon dactylon 

Para estudiar si CdPROl de Cynodon dactylon era id§- 

20 ntica a la profilina natural, se realizaron e3q>erimentos de 
inhibicion* Una mezcla de sueros de paclentes alergicos a 
Cynodon dactylon se incubo con 10 de CdPROl por ml de 
suero, o BSA como control. La adsorci6n se realiz6 durante 
toda la noche a 4"C con agitacidn moderada. Bstos sueros se 

25 utilizarcm para detectar reactividad con extractos 
proteicos de Cjmodon dactylon, profilinas purificadas 
naturales o recombinantes transferidos a PVDF, La figura 7 
muestra que las IgB antiprofilina presentes en los sueTOS 
de los paclentes eran adsorbidas por la profilina 

30 reconabinante, ya que no eran capaces de detectar ninguna 
banda de 14 kDa correspondiente a la profilina. La banda 
que aparece a 32 kDa en la muestra de profilina natural, 
pudiera ser el al6rgeno mayor de Cynodon dactylon [(29) 
Matthiesen, P., Schumacher, M.J., and Lowenstein, H. 
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(1991) . Chctracterization of the major allergen of Cynodon 
dactylon (Bermuda grass) pollen, Cyn d 1. J. TlLllergy Clin. 
Immunol. 88, 763-774] , que en pequenisimas cantldades 
copurlf icaria con la profilina despuSs de un solo paso por 
5 Septaarosa-PLP. 

Simulacidn de la estructura tridimensional de la profilina 
y prediccion de p^tidos antigenicos 

Las profilinas de plantas y del eucariota inferior 
Acantbaraoeba son lo suficiente hom61ogas, c^rededor del 

10 40%, como para poder realizau: un modelo por homologia de 
una profilina de plantas, se ba elegido como base la de 
Phleum pra tense PpPR03. 

La estructura seleccionada fue la profilina II de 
Acanthamoeba castellaxiii , y se realize segun el programa 

15 What If, visualizandose mediante el programa INSIOETT II, 
version 2.3.5 (Molecular Modeling System) . Bste modelo 
tridimensional deducido se presenta en la figura 8. La 
prediccion de Icis estructuras con posibilidad inmunogenica 
se realizo teniendo en cuenta los siguientes pardmetros: 

20 - Accesibilidad. 

Factor de teiqperatura (en estrucutras cristalo- 
graf icas) . 

Pi^ediccion de la estructxira secundaria, teniendo 
en cuenta que las estructuras en bucle, son las mas 
25 favorecidas. 

Couracteristicas de loa aminoScidos de la zcma. 
Regiones que presenten secuencias diferentes 
entre mamiferos y plantas. 

Bste ultimo requisite permite que los pgptidos ele- 
30 gidos no sean inmunoggnicos en mamiferos, concretamente el 
hombre. Los peptidos seleccionados segun estos criterios 
aparecen en la figura 9, con todos los peptidos correspon- 
dientes a las profilinas secuenciadas . 
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Purificaci on y caracterizacion de la prof-iHTia wiatural de 

Helianthus ^nnma 

Puri£icaci6n cicomatogr&flca de la profilina de Helianthus 
annuus 

5 Bl aislamieato de profilinas de polen de girasol 

mediante cromatografia de afinidad en coltimna de Sepharosa- 
PLP resultd altamente efectivo, segfin se pudo evaluar 
mediante SDS-PA6B (Pig. 10), ya que tan s61o se obervaron 
unas tenues bandas de contaminantes . Bl peso nolecular de 

10 la banda de protelna determinada por amalisis de imagen en 
el sistema BIO- IMAGE fue de 15.7 kDa. 

La fraccion 6 M eluida de la columna de Sepharose-PLP 
que contenia profilina fue purificada posteriormente, con 
el fin de eliminar los contaminantes menores y para poder 

15 llevar a cabo posteriormente la secuenciacidn de aminoSci- 
dos y los ensayos de inmunizacidn. Se realiz6 mediante 
cromatograf ia de intercambio i6nico en el sistema micrppre- 
parativo de alta resolucidn SMARtTM (Pbarmacia LKB, 
Sweden) . Se enpleo una columna de intercambio ani6nico 

20 (MonoQ PC 1.6/5). Se aplicaron 40 mg de fraccion de 
profilina mediante inyeccion de 1 ml de muestra disuelta en 
Tris-HCl 40 mM, pH 8.0. La elucion se llevo a cabo mediante 
un gradiente lineal generado por la adici6n de NaCl IM al 
tan{>6n inicial. Gracias a esta tScnica obtuvimos una 

25 muestra de profilina pura, que el\xy6 como un pico siinitrico 
a una concentracion de 0.25 M NaCl. 

Para la estimacidn del peso molecular se enple6 tarn- 
bign en el sistema SMART con una columna de tamizado mo- 
lecular Superdex 75 PC 3.2/30. La muestras se ^licaron a 

30 una concentracion de 20 mg/ml en tampdn fosfato 0.05 M, 
NaCl 0.15 M pH 7.0 (PBS) mediante inyeccion de 20 ml. Se 
mantuvo un flu jo de 40 ml/min diurante todo el proceso 
cromatograf ico y a 8*^C. Bn el calibrado de la colimma se 
emplearon grxjpos de proteinas de peso molecular conocido. 
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Utilizando esta tecnica se estitn6 el peso molecular nativo 
que fue de 19.1 kDa. El perfil craaiatografico obtenldo se 
muestra en la figura 11. 

Las muestras de profilina pura fueron tambi^n carac- 
5 terizadas per isoelgctroenfoque en geles de agarosa (Aga- 
rose -IBF) . Agui, se detectd la presencia de tres isoformas 
(Pig. 12) con pis 4.41, 4.46 y 4.50 respectivamente . 
Ckanposicidn de andjooScldos de la profilina de Heliantiius 
annuus 

10 Se determino la conqposici6n en aminoacidos de la 

profilina purificada por el sistema SMART. Pcura ello se 
disolvieron 20 ml de la muestra de profilina purificada en 
200 ml de agua destilada; de esta disolucion, se enqplearon 
4 ml para el ancLlisis de aminodcidos en un Beckman Analyser 

15 modelo 6300 intercambiador idnico, tras hidrdlisis a 115 
durante 16 h. , en 100 ml de HCL 6 N, fenol 0.2% conteniendo 
tambign norleucina 2 nrool. Despu^s de la bidrdlisis, el 
acido fue eliminado en Sx)eedvac y los aminoacidos resultan- 
tes se disolvieron en 100 ml de tanpon de muestra Beckman 

20 conteniendo 2 nmol de homoserina. El instrumento se utilizo 
siguiendo los programas del fabricante con el uso de sus 
taiqpones. El an^lisis de los datos se efectuo en un 
ordenador extemo utilizando el software de adquisicidn de 
datos Perkin Elmer/Nelson. 

25 Secvienciaci6n psotelca de la profilina de Heliantbus annuus 
Tras observar que el extremo N-terminal de la profi- 
lina estaba bloqueada, se decidi6 llevar a cabo la se- 
cuenciaci6n de peptidos intemos, para ello se digirid 
enzimaticamente la muestra con tripsina modificada (Pro- 

30 mega) , o bien, lisil endopeptidasa (Wako) durante 24 h a 
37 °C. Los peptidos resultantes fueron reducidos/carboxim- 
utilados, extraldos con TPA 0.1%, CH3CN y despues sometidos 
a HPLC de fase reversa utilizando un equipo Hewlett Packard 
1090 equipado con un colector de fracciones Isco modelo 
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2150 y una colvDnna de 25 cm Vydac C-18 , equiltbrada con un 
98% de tampdn A (TFA al 0,06%) y un 2% de tairpon B (TFA al 
0.052%, acetonitrilo 80%. Los pgptidos fueron eluidos con 
el siguiente programa de gradient:e:0-60 min (2-37% B) , 60- 
5 90 min (37-75% B) y 90-105 min ( 75-98% B) y £ueron 
detectados por su absorbancia a 210 nm. Las cantidades 
digeridas, generalmente en el rango de 25-250 pmol fueron 
fraccionadas en columnas ID de 2.1 mm, eluidas a 0.15 
ml/min, mientras que las cantidades roayores lo fueron en 
columnas de 4.6 nin eluidas a 0.15 ml/min. Despu^s de la 
carga, los tubos de rouestra se aclararon con 50 ml de acido 
trif luoroac§tico el cual fue entonces sobre anadido en capa 
sobre el filtro de secuenciacion. 

El peso molecular de los peptidos se estudi6 por 
espectrometria de masas de desorpcidn por Idser utilizando 
xm espectr6metro de masas VG/Fisons Tof Spec eguipado con un 
lUser de nitr6geno (337 nm) y un tubo de direccidn linear 
de 0.65 m. 

La secuenciacion de los peptidos resultantes se rea- 
lizo con secuenciadores ;^plied Biosystems modelos 470A 6 
477. Las secuencias resultantes aparecen en la figura 13 
comparandolas con las secuencias obtenidas por la secuen- 
ciaci6n de ADNc. Las secuencias peptidicas parciales coi- 
nciden en algunos casos con alguna de las secuencias de- 
ducidas de los genes clonados. En otros casos, las se- 
cuencias no coinciden con las obtenidas por clonacidn lo 
que indicazla que la existencia de otras isoformas o va- 
ricmtes no clonadas. 

Reactivldad cruzada de la prof ilina de Helianthus axmuus 

La naturaleza alerg^nica de la profilina purificada 
fue confirmada mediante SDS-PACffi Immunoblotting. Para ello, 
se transf irieron a membranas PVDF tres calles de profilina 
sometida a electroforesis y se revelaron con una mezcla de 
sueros faumanos positivos a girasol, hierbas y frutos de 
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Rosaceas (manzana, pera y melocoton) . Bn los dos ultimos 
casos (hierbas y f rutos) , la participacion de la prof ilina 
ccxRo al§rgeno, ba sldo apuntada y definida como causante de 
la reactividad cruzada. La fijacion de IgE a partir de los 
5 3 sueros de grupo en la banda de prof ilina se puede 
observar en la figura 14. 

La muestra de profilina pura (tras realizcu: la cro- 
matografia SMART) se exnpleo para obtener un antisuero 
(>oliclonal, con el fin de investigar las posibles reac- 

10 clones cruzadas antigenicas con diferentes extractos ale- 
rgenicos, mediante SDS-PASE Inmunoblotting . Primeramente, 
algunos extractos en cuya composicion se conocxa la exis- 
tencia de las profilinas se incubaron con suero anti -pro- 
filina de girasol (Pig. 15) . Como se puede observar, los 

15 cuatro extractos analizados mostraron unidn de IgG en la 
banda doblete localizada entre 14.4 y 20.1 kDa correspon- 
diente a la profilina. 

Finalmente, se evaluo la posible naturaleza prof ill- 
nica de las proteinas de diferentes extractos alerggnicos 

20 comunes. Los resultados se inuestran en la figura 16. Se 
encontraron proteinas fijadoras de IgG (lo que es indica- 
tive de su naturaleza profilinica o de un alto grado de 
homologia) en extractos de polen {Pbleimi, Olea, Parietaria 
y Mercurialis) , as£ como en estambres de la flor del 

25 azafrSn y del bongo Aspergillus fumigatus. Por otro lado, 
no se observ6 ninguna fijaci6n en principio en extractos de 
epitelio de perro, acaros u bongos. 

La presente invenci6n cubre el uso de la profilina de 
30 las plcuitas descritas o peptides sinteticos derivados de 
ella para tratamientos de insensibilizaci6n en mamxferos. 
El metodo de desensibilizaci6n inplica la administracion 
repetida por vias parenteral (subcutanea, intravenosa o 
intramuscular) , oral, nasal o rectal del al^rgeno en 
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cuestidn. Tanto la proteina como sus peptidos pueden 
administrarse tanto s61os como en conibinacion con otros 
dilnyentes, de acuerdo con la legislacion vigente y los 
procedlmientos galenlcos al uso. Dh rango desde 1 picogramo 
5 a 10 miligramos por apllcaci6a puede ser usado. 

La presente invencidn tambign cubre la utilizaci6n de 
PTOfilinas reccoibinantes para cualguier uso diagn6stico "in 
vivo", tales como: Prick test, intradermo-reaccion o 
prud>as de Provocacion, utilizando un rango desde 1 
10 picogramo a 10 miligramos por aplicacion. Tcimbien cubre la 
utilizacion de profilinas recombinantes para diagnostico 
"in vitro" mediante t^cnicas de: inmunoensayo, liberacidn 
de histamina y test de transformacion linfobl&stica. 
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LZSXIk DB SBCUEIICIAS 

1. IHF01imCl6N GENBRAZ.: 

SOLICITANTE: 

NOMBRE: Industrial Farmacefitica y de Especialidades, 
5 S.A. 

CALLE: Alameda de Urquijo 27 
CIUDAD: Bilbao 
PROVINCIA: Vizcaya 
PAIS: EspafiLa 
10 CdDIGO POSTAL: 48008 

TfTULO DE LA INVENCI6N: ADN RBOOHBIIIANTB QUB CODIPICA PA- 
RA EPfTOPOS DEL ALERGBHO PROFILIBA tiTIL PARA EL DIA6N6S- 
TICO Y TRAXAMIBKO DE ALERGIAS 
NtiMERO DE SECUENCIAS: 30 
15 FORMA LEGIBLE PGR ORDENADOR: 

TIPO DE SOPORTE: disco de 3 
ORDENADOR: compatible 
SISTEMA OPERATIVO: Windows 95 
SOFTWARE: Microsoft Word para Windows 95 
20 INFORMACI6N SOBRE EL REPRESBHTANTE/AGENTE : 
NdMBRE: Javier Ungrla L6pez 
NtiMERO DE REGISTRO: 392/1 
INF0RMACI6N SOBRE TELEC0MUNICACI6N : 
TELfiFONO: 914136062 
25 FAX: 914136417 

2. Infomiacidn de SBQ ID HO: 1 : 

(i) Caracterlsticas de la secuencia: 

(a) Longitud: 396 

(b) Tipo: dcido nucl^ico 
30 (c) Topologia: lineal 

(ii) Tipo de mol6cula: ADNc a partir de ARNm 

(iii) Origen: 

(a) Organismo: Cynodon dactylon 

(b) Tejido: polen 

35 (iv) Caracterlsticas: 1-396 region codificante de CdPROl 
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(V) Descripci6n: SEQ ID NO: 1: 

ATGTOGTGGC A66C6TA06T GGAC6ACCAC CTCAT6TG06 A6AT0GAGG6 50 
ACATCACCTC ACCTCOGO06 CCATCAT0G6 CCATGA0G6C ACC6TCTGG6 100 
CTCA6A6C6C CGCCTTCCC6 6C6TTCAAGC CT6A66AGAT 6CCAACATC6 150 
5 ATGAAGGACT TCGAC6A6CC CGGGTTTCTT GCACCCACCG GCCTCTTCCT 200 
CGGCCCCACC AA6TACATGG TCATCCAGGG CGA6CCCGGC GCCGTCATCC 250 
6CGGAAA6AA 6GGATCA66T 6GTGTCACT6 TGAA6AA6AC T66TCAG6CT 300 
CTT6T6ATC6 GCATCTA06A 06AGCCAAT6 ACCCCOGGAC A6TGCAACAT 350 
GGTGATOGAG AA6CTCX3GC6 ATTACCTCAT T6AACAAGGC ATGTAA 396 

10 3* Infomacidn de SEQ ID NO: 2 : 

(i) Caracteristlcas de la secuencia: 

(a) Longitud: 131 

( b ) Tipo : aminodcido 

(c) Topologi^: lineal 

15 (ii) Tipo de molecula: p6ptido 

(iii) Origen: 

(a) Organismo: Cynodon dactylon 

(b) Tejido: polen 

(iv) Caracteristlcas: p6ptido CdPROl 
20 (V) De8cripci6n: SEQ ID NO: 2: 

Met Ser Trp Gin Ala Tyr Val Asp Asp His Leu Met Cys Glu lie 
5 10 15 

Glu Gly His Bis Leu Thr Ser Ala Ala lie lie Gly His Asp Gly 
25 20 25 30 

Thr Val Trp Ala Gin Ser Ala Ala Phe Pro Ala Phe Lys Pro Glu 
35 40 45 

. 30 Glu Met Ala Asn lie Met Lys Asp Phe Asp Glu Pro Gly Phe Leu 

50 55 60 

Ala Pro Thr Gly Leu Phe Leu Gly Pro Thr Lys Tyr Met val He 
65 70 75 
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Gin Gly Glu Pro Gly Ala Val He Arg Gly Lys Lys Gly Ser Gly 
80 85 90 

Gly Val Thr Val Lys Lys Thr Gly Gin Ala Leu Val He Gly He 
5 95 100 105 

Tyr Asp Glu Pro Met Thr Pro Gly Gin Cys Asn Met Val He Glu 
110 115 120 

ID Lys Leu Gly Asp Tyr Leu He Glu Gin Gly Met 

125 130 

4. Informacidn de SBQ ID HO: 3 : 

15 (i) Caracterlsticas de la secuencia: 

( a ) Long! tud : 396 

(b) Tipo: dcido nucleico 

(c) Topologla: lineal 

(ii) Tipo de mol^cula: ADNc a partir de ARNm 
20 (iii) Origen: 

(a) Organismo: Phleum pratense 

(b) Tejido: polen 

(iv) Caracterlsticas : 1-396 regidn codificante de PpPROB 
(V) Descripcidn: SEQ ID NO: 3: 

25 ATGTCGTGGC AGAGGIAOGT G6A0GAGCAC CT6AT6TGCG AGATCGAGGG 50 
CCACCACCTC 6CCTC06OGG CCSATCCTCGG CCACGACX^GC ACCGTCTGGG 100 
CCCAGAG06C OGACTTCCCC CAGTTGAAGC CTGA6GAGAT CACCGGCATC 150 
ATGAAGGATT T0GAC9GAGCC G6GGCACCTC GCCCCCACCG GCATGTT06T 200 
CGCA6GTGCC AA6TACATGG TCATCCAGG6 TGAACCCGGC GCGGTCATCC 250 

30 GTG6CAAGAA GG6AGGAGGA G6CATCACCA TAAAGAAGAC CGGGCAGGCSG 300 
CTGGTOGTOG GCATCTAC9GA OGAGCCCATG ACCCCTGGGC AGT6CAACAT 350 
GGTGGTGGAG AG6CTTGGOG ACTACCTC6T TGAACAAGGC ATGTAG 396 

5. InfornacioD de SBQ ID HO: 4 : 

(i) Caracterlsticas de la secuencia: 
35 (a) Longitud: 131 
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(b) Tipo: aminodcido 

(c) Topologia: lineal 

(ii) Tipo de xnol6cula: p^ptido 

(iii) Origen: 

5 (a) Organismo: Phleum pratense 
(b) Tejido: polen 

(iv) Caracteristicas : peptide PpPR03 
(V) DeBcripci6n: SEQ ID NO: 4: 

Met Ser Trp Gin Thr Tyr Val Asp Glu His Leu Met Cys GIu He 
10 5 10 15 

Glu Gly His His Leu Ala Ser Ala Ala He I^u Gly His Asp Gly 
20 25 30 

15 Thr Val Ti^p Ala Gin Ser Ala Asp Phe Pro Gin Phe Lys Pro Glu 

35 40 45 

Glu He Thr Gly He Met Lys Asp Phe Asp Glu Pro Gly His Leu 
50 55 60 

20 

Ala Pro Thr Gly Het Phe Val Ala Gly Ala Lys Tyr Met Val He 
65 70 75 

Gin Gly Glu Pro Gly Ala Val He Arg Gly Lys Lys Gly Ala Gly 
25 80 85 90 

Gly He Thr He Lys Lys Thr Gly Gin Ala Leu Val Val Gly He 
95 100 105 

30 Tyr Asp Glu Pro Met Thr Pro Gly Gin Cys Asn Met Val Val Glu 

110 115 120 

Arg Leu Gly Asp Tyr Leu Val Glu Gin Gly Met 
125 130 

35 
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6. Informacidn de SEQ ID HO: 5 : 

(i) Caracteristicas de la secuencia: 

(a) Longltud: 396 

(b) Tipo: dcido nucl6ico 
5 (c) Topologia: lineal 

(ii) Tipo de mol^cula: ADNc a partir de ARNm 

( iii ) Origen : 

(a) Organismo: Phleum pratense 

(b) Tejido: polen 

10 (iv) Caracteristicas: 1-396 regi6n codificante de FpPR02 
(V) Descripcidn: SEQ ID NO: 5: 

AT6TC6T6GC AGAC6TAC6T 66AC6A6CAC CTGAT6TGC6 AGATC6AGG6 50 
CCACCACCTC GCCTCCGCGG CCATCCTCGG CCACGACG6C ACC6TCTGGG 100 

15 CCCAGAGCGC CGACTTCCCC CA6TTCAA6C CTGAGGAGAT CACCGGCATC 150 
ATGAAGGATT TC6ACGAGCC GGGGCACCTC GCCCCCACCG GCATGTTCGT 200 
CGCAGGTGCC AAGTACATGG TCATCCAGGG T6AACCC6GC GCGGTCATCC 250 
6TGGCAAGAA GGGA6CAGGA GGCATCACCA TAAAGAA6AC CGGGCAGGCG 300 
CTG6TCGT06 6CATCTAT6A C6AGGCCAT6 ACCCCTGG6C AGT6CAACAT 350 

20 G6TGGTGGAG A66CTTGGCG ACTAOCTOGT TGAACAAG6C ATGTA6 396 

7. Inforaacldn de SEQ ID NO: 6 : 

(i) Caracteristicas de la secuencia: 

(a) Longitud: 131 

( b ) Tipo : amino^cido 
25 (c) Topologia: lineal 

(ii) Tipo de mol^cula: p6ptido 

(iii) Origen: 

(a) Organismo: Phleum pratense 

(b) Tejido: polen 

30 (iv) Caracteristicas: peptide PpPR02 
(v) Descripcidn: SEQ ID NO: 6: 

Met Ser Trp Gin Thr Tyr Val Asp Glu Hi? Leu Met Cys Glu lie 
5 10 15 



35 
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Glu Gly His His Leu Ala Ser Ala Ala He Leu Gly His Asp Gly 
20 25 30 

Thr Val Trp Ala Gin Ser Ala Asp Phe Pro Gin Phe Lys Pro Glu 
5 35 40 45 

Glu He Thr Gly He Met Lys Asp Phe Asp Glu Pro Gly His Leu 
50 55 60 

10 Ala Pro Thr Gly Met Phe Val Ala Gly Ala Lys Tyr Met Val He 

65 70 75 

Gin Gly Glu Pro Gly Ala Val He Arg Gly Lys Lys Gly Ala Gly 
80 85 90 

15 

Gly He Thr He Lys Lys Thr Gly Gin Ala Leu Val Val Gly He 
95 100 105 

Tyr Asp Glu Pro Met Thr Pro Gly Gin Cys Asn Met Val Val Glu 
20 110 115 120 

Arg Leu Gly Aep Tyr Leu Val Glu Gin Gly Met 
125 130 

25 8. Informacidn de SEQ ID NO: 7 : 

(i) Caracteristicas de la secuencia: 

(a) Longitud: 396 

(b) Tipo: acido nuclSico 

(c) Topologla: lineal 

30 (ii) Tipo de mol^cula: ADNc a partir de ARNm 

(iii) Origan: 

(a) Organismo: Parietaria judaica 

(b) Tejido: polen 

(iv) Caracteristicas: 1-396 regidn codificante de PjPR02 
35 (V) Descripci6n: SEQ ID NO: 7: 
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ATGTC96TGGC A6G06TAOGT 06ATGACX:AC CTTAT6TGCG AC6TC6GC6A 50 
C66GAATACA CT06CTTCCG CCGCCATCAT 0G6CCAC6AT 66CAGC6TTT 100 
GG6CTCACA6 C6CTAACTTC CCTCAGTTGA AGCCA6AA6A G6TTACTGGA 150 
ATGAT6AAT6 ATTTTAATGA 6G6T6GATTT CTTGCCX:CAA CCGGGTTGTT 200 
5 CCTTGGAGGT ACAAAGTATA TGGTGATCCA AGGGGAGTCT G6AGCCX3TGA 250 
TCGG6AAGAA GGGTTCT6GA 6GTGCCACTT TGAA6AAAAC TGGGCAAGCA 300 
ATTCTTATTG 6CATTTACGA C6AACCAAT6 ACCCCAGGAC AATGCAATTT 350 
6GTA6TAGAG AGGTTGG6C!6 ATTACCTOCT AGAACAA6GC AT6TAG 396 

9. Informacion de 8EQ ID HO: 8 ; 

10 (i) Caracteristicas de la secuencia: 

(a) Longitud: 131 

(b) Tipo: aminodcldo 

( c ) Topologla : lineal 

(ii) Tipo de mol^cula: pdptido 
15 (iii) Origen: 

(a) Organismo: Parietaria judaica 

(b) Tejido: polen 

(iv) Caracteristicas: peptide PjPR02 
(V) Descripci6n: SEQ ID NO: 8: 
20 Met Ser Trp Gin Ala Tyr Val Asp Asp His Leu Met Cys Asp 
val 

5 10 15 

Gly Asp Gly Asn Thr Leu Ala Ser Ala Ala lie lie Gly His Asp 
25 20 25 30 

Gly Ser Val Trp Ala Gin Ser Ala Asn Phe Pro Gin Leu Lys Pro 
35 40 45 

30 Glu Glu Val Thr Gly lie Met Asn Asp Phe Asn Glu Gly Gly Phe 

50 55 60 

Leu Ala Pro Thr Gly Leu Phe Leu Gly Gly Thr Lys Tyr Het Val 
65 70 75 



35 
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lie Gin Gly Glu Ser Gly Ala Val lie Gly Lys Lys Gly Ser Gly 
80 85 90 

Gly Ala Thr Leu Lys Lys Thr Gly Gin Ala He Val He Gly He 
5 95 100 105 

Tyr Asp Glu Pro Met Thr Pro Gly Gin Cye Asn Leu. Val Val Glu 
110 115 120 

10 Arg Leu Gly Asp Ty^ I«eu Leu Glu Gin Gly Met 

125 130 

10. Informacion de SEQ ZD HO: 9 : 

(i) Caracterlsticas de la secuencia: 
(a) Longitud: 399 

15 (b) Tipo: Scido nucleico 
(c) Topologia: lineal 

(ii) Tipo de mol^cula: AONc a partir de ARNm 

(iii) Origen: 

(a) Organismo: Parietaria judaica . 
20 (b) Tejido: polen 

(iv) Caracterlsticas: 1-399 regidn codificante de PjPROl 
(V) Descripcidn: SEQ ID NO: 9: 

ATGTCGTGGC AGGC6TACGT TGATGACCAC CTTAT6T6CG ACGTCGGC6A 50 
CGGGAATACA CCCGCTTCCG COGCTATCAT C6GCCATGAT GGCAGCGTTT 100 

25 6GGCTCAGA6 C6GTAACTTC CCXCA6TTGA AGCCA6AAGA 6GTTACTGGA 150 
ATCATGAATG ATTTTAATGA AGCTGGATTT CTTGCCCCAA COGGGTTGTT 200 
CCTTGGAGGT ACZUU^TATA TGGTGATCCA A6G6GAGTCT GGAGCCGT6A 250 
TTCGTGGGAA GAAGGGTTCT 6GA6GTGCCA CTTT6AAGAA AACTGG6CAA 300 
GCAATT6TTA TTGGCATTTA C6AC6AGCCA ATGACCCCA6 GACAATGCAA 350 

30 TTTG6TAGTA.6AGA6GTTGG GC6ATTACCT TCTCGAACAG GGCCT6TAG 399 

11. Informacion de SEQ ID NO: 10 : 

(i) Caracterlsticas de la secuencia: 

(a) Longitud: 132 

( b ) Tipo : amino^cido 
35 (c) Topologia: lineal 
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(II) Tlpo de mol^cula: pgptido 

(III) Orlgen: 

(a) OrganlBmo: Parletarla judalca 

(b) Tejido: polen 

5 (iv) Caracterlsticas : peptide PjPROl 
(v) Descrlpcidn: SEQ ID NO: 10: 

Met Ser Trp Gin Ala Tyr Val Asp Asp His Leu Met Cys Asp Val 
5 10 15 

10 6ly Asp Gly Asn Thr Pro Ala Ser Ala Ala He He 61y His Asp 

20 25 30 

Gly Ser Val Trp Ala Gin Ser Ala Asn Phe Pro Gin Leu Lys Pro 
. 35 40 45 

15 

Glu Glu Val Thr Gly He Met Asn Asp Phe Asn Glu Ala Gly Phe 
50 55 60 

Leu Ala Pro Thr Gly Leu Phe Leu Gly Gly Thr Lys Tyr Met Val 
20 65 70 75 

He Gin Gly Glu Ser Gly Ala Val He Arg Gly Lys Lys Gly Ser 
80 85 90 

25 Gly Gly Ala Thr Leu Lys Lys Thr Gly Gin Ala He Val He Gly 

95 100 105 

He Tyr Asp Glu Pro Met Thr Pro Gly Gin Cys Asn Leu Val Val 
110 115 120 

30 

Glu Arg Leu Gly Asp Tyr Leu Leu Glu Gin Gly Leu 

125 130 
12. Informacidn de SEQ ID HO: 11 : 

(i) Caracterlsticas de la secuencla: 
35 (a) Longitud: 405 



wo 98/59052 



PCT/ES98/00175 



-44- 

(b) Tipo: dcido nucleico 

(c) Topologia: lineal 

(ii) Tipo de xnol6cula: ADNc a partir de ARNm 

(iii) Origen: 

5 (a) Organismo: Olea europaea 
(b) Tejido: polen 

(iv) Caracteristicas : 1-405 regidn codificante de OePROl 
(V) Descripcidn: SEQ ID NO: 11: 

AT6TCGTG6C AG606TA06T T6AT6ATCAT TT6AT6T6T6 ACATTGA6G6 50 
10 CCAT6AA6AC CAC06CCTCA C06CA6CT6C CAT0GT066C CAT6A066TT 100 
CTGTTT666C TCA6AG06CT ACCTTCCCTC AGTTCAAGCC A6A66A6AT6 150 
AATG6AATTA T6ACA6ATTT CAATGAACCT GGTCATCTGG CACCAACAGG 200 
CCTACATCTT GGAGGAACAA AGTATATGGT GATTCAAGGA GAGGCTG6AG 250 
CT6TCATCC6 TGGAAA6AA6 GGATCTGGTG GTATTACCAT TAAGAAGACT 300 
15 66CCAAGCAC TAGTTTTTGG TATCTACGAG GAGCCTGTAA CTCCAGGACA 350 
ATGCAACATG GTTGTCGAGA GGTTGGGAGA CTACCTG6TC GAACAAGGCA 400 
TGTAA 405 

13. Informacidn de SEQ ZD NO: 12 ; 

(i) Caracteristicas de la secuencia: 
20 (a) Longitud: 134 

(b) Tipo: aminodcido 

(c) Topologia: lineal 

(ii) Tipo de mol^cula: p6ptido 

(iii) Origen: 

25 (a) Organismo: Olea europaea 
(b) Tejido: polen 

(iv) Caracteristicas: p^ptido OePROl 
(V) Descripcidn: SEQ ID NO: 12: 

Met Ser Trp Gin Ala Tyr Val Asp Asp His Leu Met Cys Asp lie 

30 5 10 . 15 

Glu Gly His Glu Asp His Arg Leu Thr Ala Ala Ala lie Val Gly 
20 25 30 



35 
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His Asp 61y Ser Val Trp Ala Gin Ser Ala Thr Phe Pro Gin Phe 
35 40 45 

Lys Pro 61u Glu Met Asn Gly lie Met Thr Asp Phe Asn Glu Pro 
5 50 55 60 

Gly His Leu Ala Pro Thr Gly Leu His Leu Gly Gly Thr Lys Tyr 
65 70 75 

10 Met Val lie Gin Gly Glu Ala Gly Ala Val lie Arg Gly Lys Lys 

80 85 90 

Gly Ser Gly Gly lie Thr He Lys Lys Thr Gly Gin Ala Leu Val 
. 95 100 105 

15 

Phe Gly He Tyr Glu Glu Pro Val Thr Pro Gly Gin Cys Asn Met 
110 115 120 

Val Val Glu Arg Leu Gly Asp Tyr Leu Val Glu Gin Gly Met 
20 125 130 

14. Infoznacidn de SBQ ID NO: 13 : 

(i) Caracterlsticas de la secuencia: 

(a) Longitud: 405 

(b) Tipo: dcido nucl^ico 
25 (c) Topologla: lineal 

(ii) Tipo de mol^cula: ADNc a partir de ARNm 

(iii) Origen: 

(a) Organismo: Olea europaea 

(b) Tejido: polen 

30 (iv) Caracterlsticas: 1-405 regi6n codificante de OePR02 
(V) Descripci6n: SEQ ID NO: 13: 

ATGTCGTGGC AGGCGTACGT TGATGATCAT TTGATGT6TG ACATTGAGGG 50 
CCAT6AAGGC CACCGCCTCA CCGCAGCTGC CATCGTCGGC CATGACGGTT 100 
CTGTTTGGGC TCAGAGC6CT ACCTTCCCTC AGTTCAAGCC AGAGGAGATG 150 
35 AATGGAATTA TGACAGATTT CAATGAACCT GGTCATCTGG CACCAACAGG 200 
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CCTACATCTT 6GA66AACAA A6TATAT66T GATTCIMSGA 6A66CTGGAG 250 
CC6TCATCC6 TGGAAAGAAG GGATCTGGTG 6TATTACCAT TAAGAAGACT 300 
GGCCAAGCAC TAGTTTTTG6 TATCTA06AG GA6CCT6TAA CTCCAGGACA 350 
ATGCAACATG GTTGTCGAGA GGTTGG6AGA CTACCT6CTT GAACAAG6CC 400 
5 TGTAA 405 
15. Informacion de SEQ ID NO: 14 : 

(i) Caracteristicas de la secuencia: 

( a ) Longitud : 134 

(b) Tipo: aminoScido 
10 (c) Topologia: lineal 

(ii) Tipo de mol^cula: p^ptido 

(iii) Origen: 

(a) Orgsmismo: Olea europaea 

(b) Tejido: polen 

15 (iv) Caracteristicas: peptide OePR02 
(V) Descripci6n: SEQ ID NO: 14: 

Met Ser Trp Gin Ala Tyr Val Asp Asp His Leu Met Cys Asp He 
5 10 15 

20 Glu Gly His Glu Gly His Arg Leu Thr Ala Ala Ala lie Val Gly 

20 25 30 

His Asp Gly Ser Val Trp Ala Gin Ser Ala Thr Phe Pro Gin Phe 

35 40 45 

25 

Lys Pro Glu Glu Met Asn Gly He Met Thr Asp Phe Asn Glu Pro 

50 55 60 

Gly His Leu Ala Pro Thr Gly Leu His Leu Gly Gly Thr Lys Tyr 
30 65 70 75 

Met Val He Gin Gly Glu Ala Gly Ala Val He Arg Gly Lys Lys 
80 85 90 



35 
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Gly Ser Gly 61y lie Thr He Lye Lys Thr Gly Gin Ala Leu Val 
95 100 105 

Phe Oly He Tyr 61u Glu Pro Val Thr Pro Gly Gin Cys Asn Met 
5 110 115 120 

Val Val Glu Arg Leu Gly Asp Tyr Leu Leu Glu Gin Gly Leu 
125 130 

16. Informacion de SEQ ID NO: 15 : 
10 (i) Caracterlsticas de la secuencia: 

( a ) Long! tud : 405 

(b) Tipo: Scido nucl^ico 

(c) Topologla: lineal 

(ii) Tipo de.mol^cula: ADNc a partir de ARNm 
15 (iii) Origen: 

(a) Organismo: Olea europaea 

(b) Tejido: polen 

(iv) Caracterlsticas: 1-405 region codificante de 0ePRO3 
(V) Descripcidn: SEQ ID NO: 15: 

20 ATGTOGTGGC AGGCGTACGT TGATGATCAT TTGATGTGT6 ACATTGAGGG 50 
CCAT6AAG6C CACOGCCTCA CC6CA6CTGC CATCGTOGGC CAT6AC6GTT 100 
CTGTTTGGGC TCAGAGCGCT AGCTTCCCTC AGTTCAAGCC AGAGGAGATG 150 
AATGGAATTA TGACAGATTT CAATGAACCT GGTCATCTGG CACCAACAG6 200 
CCTACATCTT 6GAG6AACAA AGTAIAT66T 6ATTCAAGGA GAGGCTG6A6 250 

25 CT6TCATCC6 TGGAAAGAA6 GGATCTGGTG GTATTACCAT TAA6AA6ACT 300 
GGCCAAGCAC TAGTTTTT6G TATCTAC6A6 GAGCCTGTAA CTCCAGGACA 350 
ATGCAACAT6 GTT6CC6AGA GGTTGGGAGA CTACCTGCTA GAACAA6GCC 400 
TGTAG 405 

17. Informacion de SEQ ID HO: 16 : 

30 (i) Caracterlsticas de la secuencia: 

(a) Longitud: 134 

(b) Tipo: aininoacido 

(c) Topologia: lineal 

(ii) Tipo de molecula: peptide 
35 (iii) Origen: 
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(a) Organismo: Olea europaea 

(b) Tejido: polen 

(iy) Caracterlsticas : p^ptido OePR03 
(V) Descripci6n: SEQ ID NO: 16: 
5 Met Ser Trp Gin Ala Tyr Val Asp Asp His Leu Met Cys Asp lie 

5 10 15 

6Iu Gly His Glu Gly His Arg Leu Thr Ala Ala Ala lie Val Gly 
20 25 30 

10 

His Asp Gly Ser Val Trp Ala Gin Ser Ala Thr Phe Pro Gin Phe 
35 40 45 

Lys Pro Glu Glu. Met Asn Gly He Met Thr Asp Phe Asn Glu Pro 

15 50 55 60 

Gly His Leu Ala Pro Thr Gly I*eu His Leu Gly Gly Thr Lys Tyr 
65 70 75 

20 Net Val He Gin Gly Glu Ala Gly Ala Val He Arg Gly Lys Lys 

80 85 90 

Gly Ser Gly Gly He Thr He Lys Lys Thr Gly Gin Ala Leu Val 
95 100 105 

25 

Phe Gly He Tyr Glu Glu Pro Val Thr Pro Gly Gin Cys Asn Met 
110 115 120 

Val Ala Glu Arg Leu Gly Asp Tyr Leu Leu Glu Gin Gly Leu 
30 125 130 

18. Informacidn de SEQ ID NO: 17 : 

(i) Caracterlsticas de la secuencia: 

(a) Longitud: 402 

35 (b) Tipo: Scido nucl^ico 
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(c) Topologla: lineal 

(ii) Tipo de molScula: ADNc a partir de ARNm 

(iii) Origen: 

(a) Organismo: Helianthus annuus 
5 (b) Tejido: polen 

(iv) Caracteristicas: 1-402 region codificante de HaPROl 
(V) Descripcion: SEQ ID NO: 17: 

AT6T06TG6C AG606TAC6T 06ATGAACAC TTGAT6T6C6 ACATT6AAG6 50 
TACTGGCCA6 CATCTCACAT CT6C06CTAT TCTC6GTCTC 6AC66TACT6 100 

10 TTT6G0CTCA 6A60GCTAA6 TTTCXZACAGT TTAAACCTGA 66A6AT6AAA 150 
GGCATCATTA A66AATTC6A C6AA6CTG6T ACTCTT6CTC CAACAG6TAT 200 
GTTCATC606 GGTGCAIUUVT ATATG6TACT CCAA6GAGA6 CCT6GA6CTG 250 
TTATC06TCG AAA6AAGGGA GCTG6AGGAA TAT6CATCAA 6AAAACGGGC 300 
CAA6CTATGA TTATGGGAAT TTACGAC6AG CCCGTTGCTC CTGGACAATG 350 

15 CAACAT6GTT GTTGAGAGGC TTGGC6ATTA CCTCCTCGAA CAAGGCATGT 400 
AA 402 

19. Informacidn de SEQ ID NO: 18 : 

(i) Caracteristicas de la secuencia: 
20 (a) Longitud: 133 

(b) Tipo: axninoScido 

(c) Topologla: lineal 

(ii) Tipo de mol6cula: peptide 

(iii) Origen: 

25 (a) Organismo: Helianthus annuus 
(b) Tejido: polen 

(iv) Caracteristicas: p6ptido HaPROl 
(V) Descripcidn: SEQ ID NO: 18: 

Met Ser Trp Gin Ala Tyr Val Asp Glu Hie Leu Met Cys Asp He 
30 5 10 15 

Glu Gly Thr Gly Gin His Leu Thr Ser Ala Ala lie Leu Gly Leu 
20 25 30 



35 
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Aap Gly Thr Val Trp Ala Gin Ser Ala Lys Phe Pro Gin Phe Lys 
35 40 45 

Pro Glu Glu Me^ Lys Gly lie lie Lys Glu Phe Asp Glu Ala Gly 
5 50 55 60 

Thr Leu Ala Pro Thr Gly Met Phe lie Ala Gly Ala Lys Tyr Met 
65 70 75 

10 Val Leu Gin Gly Glu Pro Gly Ala Val He Arg Gly Lys Lys Gly 

BO 85 90 

Ala Gly Gly He Cys He Lys Lys Thr Gly Gin Ala Met He Met 
. 95 100 105 

15 

Gly He Tyr Asp Glu Pro Val Ala Pro Gly Gin Cys Asn Met Val 
110 115 120 

Val Glu Arg Leu Gly Asp Tyr Leu Leu Glu Gin Gly Met 
20 125 130 

20. Informacidn de SEQ ID HO: 19 : 

(i) Caracterl8t:icas de la secuencia: 

( a ) Longi t ud : 402 

(b) Tipo: dcido nucl^ico 
25 (c) Topologia: lineal 

(ii) Tipo de mol6cula: ADNc a partir de ARNm 
<iii) Origen: 

(a) Organismo: Helianthus annuus 

(b) Tejido: polen 

30 (iv) Caracteristicas : 1-402 regidn codificante de HaPR02 
(V) Descripci6n: SEQ ID NO: 19: 

ATGTOGTGGC AGGOGTACGT CSGATGAACAC TTGATGTGCG ACATTGAAGG 50 
TACTGGCCAG CATCTCACAT CT60C3GCTAT TCTCGGTCTC GACGGTACTG 100 
TTTGGGCTCA GA6CGCTAAG TTTCCACAGT TCAAACCCGA GGAGATGAAA 150 
35 GGCATCATTA AGGAATTCGA CGAAGCTGGT ACTCTTGCTC CAACAGGTAT 200 
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6TTCATC606 66T6CAAAAT ATATG6TACT CCAA6GAGAG CCG66AGCT6 250 
XTATCC6T66 AAAGAAGGGA 6CT66A6GAA TATGCATCAA GAAAACGG6C 300 
CAAGCTATGA TTAT6GGAAT TTAC6A06AG CCOGTTGCTC CT6GACAAT6 350 
CAACAT6GTT 6TTGAGAGGC TTGG06ATTA CCTGCTC6AA CAAGGCATGT 400 
5 AA 402 

21. Informacion de SBQ ID NO: 20 : 

(i) Caracteristicas de la secuencia: 

(a) Longitud: 133 

( b ) Tipo : aminodcido 
10 (c) Topologia: lineal 

(ii) Tipo de mol^cula: peptide 

( iii ) Origan : 

(a) Organismo:Helianthus annuus 

(b) Tejido: polen 

15 (iv) Caracteristicas: p6ptido HaPR02 
(V) Descripci6n: SEQ ID NO: 20: 

Met Ser Trp Gin Ala Tyr Val Asp Glu His Leu Met Cys Asp 
lie 

5 10 15 

20 

Glu Gly Thr Gly Gin His Leu Thr Ser Ala Ala lie Leu Gly Leu 
20 25 30 



Asp Gly Thr Val Trp Ala Gin Ser Ala Lys Phe Pro Gin Phe Lys 
25 35 40 45 

Pro Glu Glu Met Lys Gly lie lie Lys Glu Phe Asp Glu Ala Gly 
50 55 60 

30 Thr Leu Ala Pro Thr Gly Met Phe lie Ala Gly Ala Lys Tyr Met 

65 70 75 

Val Leu Gin Gly Glu Pro Gly Ala Val lie Arg Gly Lys Lys Gly 
80 85 90 

35 
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Ala Gly 6Iy lie Cys He Lys Lya Thr 61y Gin Ala Met He Net 
95 100 105 

Gly He Tyr Asp 61u Pro Val Ala Pro Gly Gin Cys Asn Met Val 
5 110 115 120 

Val Glu Arg Leu Gly Asp Tyr Leu Leu Glu Gin Gly Met 
125 130 

22. Informacion de SEQ ID HO: 21 : 

10 (i) Caracterlsticas de la secuencia: 

(a) Longitud: 390 

(b) Tipo: Soldo nuclSlco 
(o) Topologla: lineal 

(11) Tlpo de .molScula: ADNc a partlr de ARNm 
15 (ill) Origen: 

(a) Organlsmo: Hellanthus annuus 

(b) Tejldo: polen 

(Iv) Caracterlsticas: 1-390 parte de la regl6n codlflcan- 
te de HaPR03 
20 (V) Descrlpcldn: SEQ ID NO: 21: 

ATGTOGTGGC A6AC6TA06T CGAT6AACAC TT6AT6TG0G ACATT6AAGG 50 
TACTGGCCAG CATCTCACAT CTGCCGCTAT TCTC6GTCTC GAOGGTACTG 100 
TTT6G6CTCA GAGCGCTAAG TTTCCACAGT TTAAACCTGA GGAGATGAAA 150 
GGCATCATTA AGG6ATTCGA CGAAGCTGGT ACTCTTGCTC CAACAGGTAT 200 
25 GTTTATCGCG GGTGCAAAAT ATATG6TACT CCAAGGAGAG CCTGGAGCTG 250 
TTATCCGT6G AAA6AAGGGA GCTGGAGGAA TATGCATCAA GAAAACGGGC 300 
CAAGCTATGA TTATGGGAAT TTACGACGAG CCCGTTGCTC CTGGACAATG 350 
CAACATGGTT 6TTGA6AGGC TC6GTGACTA CCTCTAATGA 390 

23. Informacidn de SEQ ID NO: 22 : 

30 (1) Caracterlsticas de la secuencia: 

(a) Longitud: 128 

(b) Tipo: arolnoacldo 

(c) Topologla: lineal 

(11) Tipo de mol^cula: peptide 
35 (iii) Origen: 
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(a) 0rganl8ino:Helianthus annuus 

(b) Tejido: polen 

(Iv) Caracteristicas : secuencla parcial del peptide Ha- 
PR03 

5 (V) Descripci6n: SEQ ID NO: 22: 

Met Ser Trp Gin Thr Tyr Val Asp Glu His Leu Met Cys Asp lie 
5 10 15 

Glu Gly Thr Gly Gin His Leu Thr Ser Ala Ala lie Leu Gly Leu 
10 20 25 30 

Asp Gly Thr Val Trp Ala Gin Ser Ala Lys Phe Pro Gin Phe Lys 
35 40 45 

15 Pro Glu Glu Met Lys Gly lie lie Lys Gly Phe Asp Glu Ala Gly 

50 55 60 

Thr Leu Ala Pro Thr Gly Met Phe He Ala Gly Ala Lys Tyr Met 
65 70 75 

20 

Val Leu Gin Gly Glu Pro Gly Ala Val He Arg Gly Lys Lys Gly 
80 85 90 

Ala Gly Gly He Cys He Lys Lys Thr Gly Gin Ala Met He Met 
25 95 100 105 

Gly He Tyr Asp Glu Pro Val Ala Pro Gly Gin Cys Asn Met Val 
110 115 120 

30 Val Glu Arg Leu Gly Asp Tyr Leu 

125 

24. Informacion de SEQ ID NO: 23 : 

(i) Caracteristicas de la secuencia: 
(a) Longitud: 390 
35 (b) Tipo: dcido nucl^ico 
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(c) Topologia: lineal 

(ii) Tipo de mol^cula: ADNc a partir de ARNm 

(iii) Origen: 

(a) Organismo: Helianthus annuus 
5 (b) Tejido: polen 

(iv) Caracterlsticas : 1-390 parte de la regi6n codifican- 
te de HaPR04 

(V) Descripci6n: SEQ ID NO: 23: 

ATGTCGTGGC AGACGTACGT C6AT6AACAC TTGATGTGCG ACATTGAAGG 50 
10 TACTGGCCAC CATCTCACAT CT6CCGCTAT TCTCGGTCTC GACGGTACTG 100 
TTTGGGCTCA 6AGC6CTAA6 TTTCCACAGT TTAAACCTGA GGA6AT6AAA 150 
G6CATCATTA AGGAATTCGA CGAAGCIGGT ACTCTTGCTC CAACAGGTAT 200 
6TTCAT06C3G GGT6GAAAAT ATATG6TACT CCAAGGA6AG CCT6GAGCTG 250 
TTATCC6TGG AAAGAAG6GA 6CTG6AGGAA TAT6CATCAA GAAAACGGGC 300 
15 CAAGCTAT6A TTATGGGAAT TTACGACGAG CCC6TTGCTC CTGGACAATG 350 
CAACATGGTT GTTGA6AGGC TCGGTGACTA CCTCTAAT6A 390 

25. Informacidn de SEQ ID NO: 24 : 

(i) Caracterlsticas de la secuencia: 
( a ) Longi t ud : 128 

20 (b) Tipo: aminocicido 
(c) Topologia: lineal 

(ii) Tipo de mol6cula: p^ptido 

(iii) Origen: 

(a) Organismo: Helianthus annuus 
25 (b) Tejido: polen 

(iv) Caracterlsticas: secuencia parcial del peptide Ha- 
PR04 

(V) Descripci6n: SEQ ID NO: 24: 

Met Ser Trp Gin Thr Tyr Val Asp Glu His Leu Met Cys Asp He 
30 5 10 15 

Glu Gly Thr Gly His His Leu Thr Ser Ala Ala He Leu Gly Leu 
20 25 30 



35 
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Asp Gly Thr Val Trp Ala Gin Ser Ala Lys Phe Pro Gin Phe Lys 
35 40 45 

Pro Glu Glu Met Lys Gly lie lie Lys Glu Phe Asp Glu Ala Gly 
5 50 55 60 

Thr Leu Ala Pro Thr Gly Met Phe lie Ala Gly Ala Lys Tyr Met 
65 70 75 

10 Val Leu Gin Gly Glu Pro Gly Ala Val lie Arg Gly Lys Lys Gly 

80 85 90 

Ala Gly Gly He Cys He Lys Lys Thr Gly Gin Ala Met He Met 
. 95 100 105 

15 

Gly He Tyr Asp Glu Pro Val Ala Pro Gly Gin Cys Asn Met Val 
110 115 120 

Val Glu Arg Leu Gly Asp Tyr Leu 
20 125 

26. Inforraacidn de SEQ ID NO: 25 : 

(i) Caracterlsticas de la secuencia: 

(a) Longitud: 390 

(b) Tipo: dcido nucl6ico 
25 (c) Topologia: lineal 

(ii) Tipo de molecular ADNc a partir de ARNm 

(iii) Origen: 

(a) Organiemo: Helianthus annuus 

(b) Tejido: polen 

30 (iv) Caracteristicas : 1-390 parte de la regi6n codifican- 
te de HaPR05 

(V) Descripci6n: SEQ ID NO: 25: 

ATGTCGTGGC AGA06TACGT CGATGAACAC TTGATGTGCG ACATTGAAGG 50 
TACTGGCCAG CATCTCACAC CT6CC6CTAT TCTCGGTCTC GACGGTACTG 100 
35 TATGGGCTCA GAGCGCTAAG TTTCCACAGT TTAAACCTGA GGAGATGAAA 150 
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G6CATCATTA A66AATTC6A CGAA6CTGGT ACTCTT6CTC CAACAG6TAT 200 
GTTCATC6CG 6GTGCAAAAT ATATG6TACT CCAAG6AGA6 CCT66A6CT6 250 
TTATCC6T66 AAAGAAG66A GCTG6A6GAA TATGCATCAA GAAAAC6GGC 300 
CAA6CTATGA TTATGGGAAT TTA06A06AG CCCGTT6CTC CTGGACAATG 350 
5 CAACATGGTT GTT6AGAGGC TCGGTGACTA CCTCTAATGA 390 

27. Informacidn de SEQ ID NO: 26 : 

(i) Caracteristicas de la secuencia: 

(a) Longitud: 128 

( b ) T ipo : aminodcido 
10 (c) Topologia: lineal 

(ii) Tipo de inol6cula: peptide 

( iii ) Origen : 

(a) 0rganisino:Helianthu6 annuus 

(b) Tejido: polen 

15 (iv) Caracteristicas: secuencia parcial del peptide Ha- 
PR05 

(V) Descripcidn: SEQ ID NO: 26: 

Met Ser Trp Gin Thr Tyr Val Asp Glu His Leu Met Cys Asp He 
5 10 15 

20 

Glu Gly Thr Gly Gin His Leu Thr Pro Ala Ala He Leu Gly I«eu 
20 25 30 

Asp Gly Thr Val Trp Ala Gin Ser Ala Lys Phe Pro Gin Phe Lys 
25 35 40 45 

Pro Glu Glu Met Lys Gly He He Lys Glu Phe Asp Glu Ala Gly 
50 55 60 

30 Thr Leu Ala Pro Thr Gly Met Phe He Ala Gly Ala Lys Tyr Met 

65 70 75 

Val Leu Gin Gly Glu Pro Gly Ala Val He Arg Gly Lys Lys Gly 
80 85 90 

35 
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Ala Gly 61y He Cys He Lys Lys Thr Gly Gin Ala Met He Met 
95 100 105 

Gly lie Tyr Asp Glu Pro Val Ala Pro Gly Gin Cys Aan Met Val 
5 110 115 120 

Val Glu Arg Leu Gly Asp Tyr Leu 
125 

28. Informacldn de SEQ ID NO: 27 : 

10 (i) Caracteristicas de la secuencia: 

(a) Longitud: 390 

(b) Tipo: dcido nucl6ico 

(c) Topologia: lineal 

(ii) Tipo de mol^cula: ADNc a partir de ARNm 
15 (iii) Origen: 

(a) Organismo: Helianthus annuus 

(b) Tejido: polen 

(iv) Caracteristicas: 1-390 parte de la regi6n codifican- 
te de HaPR06 
20 (V) Descripcidn: SEQ ID NO: 27: 

AT6TC6TGGC A6AC6TA06T CGATGAACAC TTGATGTGC6 ACATTGAAGG 50 
TACTGGCCAG CATCTCACAT CTGCC6CTAT TCTCGGTCTC GACGGTACTG 100 
TTTGGGCTCA GAGCGCTAAG TTTCCACA6T TTATU^CCTGA 6GA6ATGAAA 150 
GGCATCATTA AGGAATTCGA CGAAGCTGGT ACTCTTGCTC CAACAGGTAT 200 
25 GTTCATCGCG 6GTGCAAAAT ATATGGTACT CCAAGGAGAG CCTGGA6CTG 250 
TTATCCGTGG AAAGAAGGGA GCTGGAGGAA TATGCATCAA GAAAACGGGC 300 
CAAGCTATGA TTATG6GAAT TTAC6AC6AG CCCGTTGCTC CTGGACAATG 350 
CAACATTGTT GTTGA6AGGC TOGGTGACTA CCTCTAATGA 390 

29. Infoimacidn de SEQ ID NO: 28 : 

30 (i) Caracteristicas de la secuencia: 

(a) Longitud: 128 

( b ) Tipo : amino^cido 

(c) Topologia: lineal 

(ii) Tipo de mol6cula: p6ptido 
35 (iii) Origen: 
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(a) OrganismozHelianthus annuus 

(b) Tejido: polen 

(iv) Caracterlsticas : secuencia parcial del p6ptido Ha- 
PR06 

5 (V) Descripcion: SEQ ID NO: 28: 

Met Ser Trp Gin Thr Tyr Val Asp Glu His Leu Met Cys Asp He 
5 10 15 

Glu 61y Thr Gly Gin His Leu Thr Ser Ala Ala He Leu Gly Leu 
10 20 25 30 

Asp Gly Thr Val Trp Ala Gin Ser Ala Lys Phe Pro Gin Phe Lys 
35 40 45 

15 Pro Glu Glu Met Lys Gly He He Lys Glu Phe Asp Glu Ala Gly 

50 55 60 

Thr Leu Ala Pro Thr Gly Met Phe He Ala Gly Ala Lys Tyr Met 
65 70 75 

20 

Val Leu Gin Gly Glu Pro Gly Ala Val He Arg Gly Lys Lys Gly 
80 85 90 

Ala Gly Gly He Cys He Lys Lys Thr Gly Gin Ala Met He Met 
25 95 100 105 

Gly He Tyr Asp Glu Pro Val Ala Pro Gly Gin Cys Asn He Val 
110 115 120 

30 Val Glu Arg Leu .Gly Asp Tyr Leu 

125 

30. Ixuforssaacidia die SEQ ID G30: 29 : 
(i) Caracterlsticas de la secuencia: 
(a) Longitud: 420 
35 (b) Tipo: Scido nucl6ico 
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(c) Topologia: lineal 

(ii) Tipo de mol^cula: ADNc a partir de ARNm 

(iii) Origen: 

(a) Organismo: Mercurialis annua 
5 (b) Tejido: polen 

(iv) Caracteristicas: 1-420 region codificante de MaPROl 
(V) Descripci6n: SEQ ID NO: 29: 

ATGTC6T6GC A6AG6TAC6T C6AC6ACCAT TTGATGTGC6 ACATT6AT66 50 
ACAAGGCCA6 CATCTC6CC6 CTGCTTCCAT TOTTGGCGAC 6AC66TA6CA 100 

10 TTTGGGCTCA 6AGC6CCTCT TTTCCTCAGT TGAAACCAGA 6GA6ATCACC 150 
GGGATTATGA AGGATTTTGA T6AGCCAGGT CATCTT6CTC CTACAGGCTT 200 
GTACATT6CA GGCACAAAAT ATAT6GTTAT CXIA6G60GAA AGTGGC6CTG 250 
TAATCCGTGG AAAGAAGGGA T06GGA6GGA TCACTATAAA GAAAACTGGC 300 
CAAGCTCTT6 TGTTCGGAAT CTACGAGGA6 CCGGTAACTC CGG6ACAGTG 350 

15 CAACATGGTG GTTGA6AGGC TCGGTGAGTA CCTCATAGAA CAAGGCATGT 400 
AA 402 

31. Infonaacidn de SEQ ID NO: 30 : 

(i) Caracteristicas de la secuencia: 
(a) Longitud: 133 

20 (b) Tipo: aminodcido 
(c) Topologla: lineal 

(ii) Tipo de mol6cula: pgptido 

( iii ) Origen : 

(a) Organismo: Mercurialis annua 
25 (b) Tejido: polen 

(iv) Caracteristicas: secuencia parcial del peptido Ma- 
PROl 

(V) Descripci6n: SEQ ID NO: 30: 

Met Ser Trp Gin Thr Xyr Val Asp Asp His Leu Met Cys Asp lie 
30 5 10 15 

Asp Gly Gin Gly Gin His Leu Ala Ala Ala Ser He Val Gly His 
20 25 30 



35 



wo 98/59052 



PCT/ES98A)0175 



-60- 

Asp 6Iy Ser lie Trp Ala Gin Ser Ala Ser Phe Pro Gin Leu Lys 
35 40 45 

Pro Glu Glu He Thr Gly He Met Lys Asp Phe Asp Glu Pro Gly 
5 50 55 60 

His Leu Ala Pro Thr Gly Leu Tyr He Ala Gly Thr Lys Tyr Met 
65 70 75 

10 Val He Gin Gly Glu Ser Gly Ala Val He Arg Gly Lys Lys Gly 

80 85 90 

Ser Gly Gly He Thr He Lys Lys Thr Gly Gin Ala Leu Val Phe 
95 100 105 

15 

Gly He Tyr Glu Glu Pro Val Thr Pro Gly Gin Cys Asn Met Val 
110 115 120 



Val Glu Arg Leu Gly Asp Tyr Leu He Glu Gin Gly Met 
20 125 130 
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REIVINDICACIONES 

1. Mol^culas de ADN recombinante caracterizadas porgue 
codifican para un polip6ptido que tiene al znenos un epi- 
tope del al6rgeno profilina, de plantas seleccionadas del 

5 grupo formado por Cynodon dactylon, Pbleum pratense. Pa- 
rietaria judaica, Hellanthus annuus, Olea europaea y Mer- 
curialis annua. 

2. Mol^cula de ADN recombinante segun la reivindicacidn 
1, caracterizada por ser un fragmento de 396 nucle6tidos 

10 de ADNc proveniente de ARNm de Cynodon dactylon con la 
SEQ ID N0:1. 

3. Mol6cula de ADN recombinante segtin la reivindicaci6n 
1, caracterizada por ser un fragmento de 396 nucle6tidos 
de ADNc PpPR03 proveniente de ARNm de Phleum' pratense con 

15 la SEQ ID NO: 3. 

4. Mol^cula de ADN recombinante segun la reivindaci6n 1, 
caracterizada por ser un fragmento de 399 nucledtidos de 
ADNc PjPROl proveniente de ARNm de Parietaria judaica con 
la SEQ ID NO: 9. 

20 5. Mol^cula de ADN recombinemte segun la reivindicacidn 
1, caracterizada por ser un fragmento de 405 nucle6tidos 
de ADNc OePROl proveniente de ARNm de Olea europaea con 
la SEQ ID NO: 11. 

6. Mol^cula de ADN recombinante segtin la reivindicacidn 
25 1^ caracterizada por ser un fragmento de 402 nucle6tidos 

de ADNc HaPR02 proveniente de ARNm de Heliantbus annuus 
con la SEQ ID NO: 19. 

7 . Mol6cula de ADN recombinante segun la reivindicaci6n 
1, caracterizada por ser un fragmento de 402 nucledtidos 

30 de ADNc M£iPR01 proveniente de ARNm de Mercurialxs annua 
con la SEQ ID NO: 29. 

8. Mol^culas polipeptldicas de alSrgenos profilinicos re- 
combinantes tltiles para el diagn6stico y tratamiento con- 
vencional de alergias pollnicas, caracterizadas porgue 

35 contienen al menos un epitope del al6rgeno profilina de 
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plantas seleccionadas del grupo formado por Cynodon dac- 
tylon, Phleum pratense, Parietaria judaicaf Heliantbus 
annuuSf Olea europaea y Mercuralis annua. 

9. Mol6cula polipeptidica recombinante, segtin la reivin- 
5 dicaci6n 16, caracterizada por ser unfragmento de 132 

aminoScidos proveniente de la SEQ ID NO: 1 de Cynodon 
dactylon, correspondiente a la SEQ ID NO: 2. 

10. Mol^cula polipeptidica recombinante , segtin la reivin- 
dicacion 16, caracterizada por ser un fragment© de 131 

10 aminoScidos proveniente de la traduccidn de la SEQ ID NO: 
3 (ADNc PpPR03) de Phleum pratense, correspondiente a la 
SEQ ID NO: 4. 

11. Mol6cula polipeptidica recombinante, segtin la rei- 
vindicacidn 16, caracterizada por ser un fragxnento de 132 

15 aminoScidos proveniente de la traducci6n de la SEQ ID NO: 
9 (ADNc PjPROl) de Parietaria judaica, correspondiente a 
la SEQ ID NO: 10. 

12. Mol^cula polilpeptidica recombinante, segtin la rei- 
vindicaci6n 16, caracterizada por ser un fragmento de 134 

20 aminocicidos proveniente de la traducci6n de la SEQ ID NO: 
11 (ADNc OePROl) de Olea europaea, correspondiente a la 
SEQ ID NO: 12. 

13. Mol^cula polipeptidica recombinante, segun la reivin- 
dicacidn 16, caracterizada por ser un fragmento de 133 

25 amino&cidos proveniente de la traducci6n de la SEQ ID NO: 
19 (ADNc HaPR02) de Heliantbus annuus, correspondiente a 
la SEQ ID NO: 20. 

14. Mol^cula polipeptidica recombinante, segiQn la reivin^ 
dicacidn 16, caracterizada por ser un fragmento de 134 

30 aminoAcidos proveniente de la traducci6n de la SEQ ID NO: 
29 (ADNc MaPROl) de Mercurialis annua, correspondiente a 
la SEQ ID NO: 30. 

15. Un vehiculo microbiano de expresidn en un organismo 
hospedador transformado que sea autorreplicable y sirva 

35 para expresar el ADN de las reivindicaciones 1 a 7 para 
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producir los polip^ptidos indicados en las reivindicacio- 
nes 8 a 14. 

16. Un organ! smo hospedador, tanto eucariota como proca- 
riota, transformado con el vehlculo de expresidn capaz, 

5 en dicho organismo, de autorreplicable y sirva para ex- 
presar el ADN de las reivindicaciones 1 a 7 para producir 
los polip^ptidos indicados en la reivindicaciones 8 a 14. 

17. Un organismo hospedador segtin la reivindicaci6n 16, 
que puede ser Escherichia coli. 

10 18 . Un metodo para producir un polip6ptido que contenga 
al menos un epitopo de los al^rgenos prof ilinicos, que 
implique el cultivo del organismo hospedador conteniendo 
el vehlculo de expresidn microbiano, que en el organismo 
inencionado se autorreplique y sirva para expresar el ADN 

15 de las reivindicaciones 1 a 7. 

19. Un preparado que contenga un polipeptido con al menos 
un epitopo de los al6rgenos profillnicos mencionados y 
producido por el metodo segtin la reivindicaci6n 18. 

20. Un preparado cpie contenga un polipeptido con al menos 
20 un epitopo de los al6rgenos profillnicos mencionados y 

producido por sintesis qulmica segtin las secuencias SEQ 
ID Nos: 2, 4, 10, 12, 20 y 30. 

21. Aplicacidn de las moleculas recombinantes de las rei- 
vindicaciones 1 a 14 para el diagndstico in vitro de 

25 alergias. 

22. Aplicaci6n de las moleculas recombinantes de las rei- 
vindicaciones 1 a 14 para la producci6n de vacunas desti- 
nadas al tratamiento convencional de alergias. 

23. Aplicaci6n de las moleculas recombinantes de las rei- 
30 vindicaciones 1 a 14, para la produccidn de peptides que 

constituyen epitopes de c61ulas T capaces de actuar como 
vacunas con actividad anergizante (supresora de la res- 
puesta Th2 ) . 

24. Aplicacidn de las moleculas recombinantes de las rei- 
35 vindicaciones 1 a 14, para la produccidn de isoformas re- 
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combinantes mutantes que no den lugar a fijacidn de IgE 
para el tratamiento de alergias con reducida capacidad de 
produccidn de efectos adversos. 
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